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ВЪВЕДЕНИЕ 
 

Областта на изследване на стволовите клетки се разраства изключително 

бързо от началото на 21-ви век, с много нови и удивителни открития, представляващи 

най-вълнуващите аспекти на биологичните и биомедицинските изследвания. 

Забележително е, че областта на изследване на стволовите клетки нараства над два 

пъти по-бързо (7%) от отчетения среден световен ръст в научните изследвания, който 

е 2.9% за периода 2008 год. - 2012 год.  

Мезенхимните стволови клетки (МСК) предизвикват голям интерес сред 

учените през последните години по няколко причини. Те имат потенциал за 

самообновяване и могат да бъдат получени от множество източници като костен 

мозък, мастна тъкан, тъкан от пъпна връв, кожа, мускули и зъбна пулпа. Те също така 

притежават in vitro капацитет за диференциация като могат и да се 

трансдиференцират в различни типове клетки, включително нервни клетки, инсулин-

продуциращи β клетки и хепатоцити. Понастоящем няма етични казуси относно 

изолирането и използването на МСК, което допъпнително насърчава учените да 

търсят подходящи начини за използване на тези клетки за лечение на различни 

заболявания.  

Може би най-интригуващият аспект от природата на МСК, който все още не 

е напълно разбран, е свързан с техните имуномодулиращи функции. МСК модулират 

функциите на различни имунни клетки, включително Т и В клетки, макрофаги,  

дендритни клетки и NK клетки. Във възпалителна среда с високи нива на 

провъзпалителни цитокини, като IFNγ, TNFα и IL-1β, МСК се активират и приемат 

имуносупресивен фенотип. Възпалението включва сложен набор от защитни 

механизми, действащи съвместно за възстановяване на хомеостатичния баланс в 

организмите след увреждане или инвазия на патоген. Няколко проучвания показват, че 

праймирането с възпалителни цитокини е от съществено значение за медиираната от 

МСК имуносупресия. Именно поради това настоящият дисертационен труд имаше за 

цел да разбере и изследва дали и как човешки МСК изолирани от тъкан от пъпна връв 

се трансформират и реагират на процеса на възпаление, изучавайки техните основни 

характеристики и поведение, когато са третирани с ключовия провъзпалителен 

цитокин, интерферон-γ (IFNγ). 
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ЛИТЕРАТУРЕН	ОБЗОР	
	

1. Видове класификации на стволови клетки 

Стволовите клетки са клоногенни клетки, притежаващи две забележителни свойства, 

които им позволяват да поддържат тъканната хомеостаза: способност да се 

диференцират в различни клетъчни типове (потентност) (Odorico et al., 2001) и 

възможност да преминат през множество цикли на клетъчното делене като запазват 

недиференцираното си състояние (самообновяване) (Le Blanc & Ringdén, 2005). 

Дългосрочното самообновяване се определя като способността на клетката да се 

реплицира за продължителни периоди и през множество пасажи, като същевременно 

поддържа недиференцирано си състояние. Докато репликативният капацитет е от 

ключово значение за увеличаването на броя на стволовите клетки при подготовката за 

развитието на определена тъкан или орган с диференцирани клетъчни типове, той 

варира при всеки вид стволови клетки и дори в рамките на един и същ клетъчен тип в 

зависимост от средата, в която се намират клетките. Смята се, че раковите стволови 

клетки губят способността си да регулират митотичната си активност, което ги кара да 

се делят неконтролируемо.  

Самообновяването на стволови клетки може да бъде симетрично (дъщерните клетки 

са идентични с майчината) и асиметрично (едната от дъщерните клетки е идентична с 

майчината, а другата се диференцира). Последното е известно още като задължителна 

асиметрична репликация и е изследвано задълбочено при нематода Caenorhabditis 

elegans. Функцията на асиметричното клетъчно делене е да допринесе както за 

разширяването на недиференцираната популация от стволови клетки, така и за 

населяване на развиващия се ембрион (или в някои случаи дори на зрели постнатални 

тъкани) с необходимите диференцирани клетъчни линии. Симетричното клетъчно 

делене — по-забележимо в хода на ембрионалното развитие, отколкото след раждането 

— води до увеличаване на популацията от недиференцирани стволови клетки за 

генериране на ембрионални тъкани и органи. При симетрично клетъчно делене всяка 

дъщерна клетка изглежда генетично и морфологично идентична една с друга и с 

майчината клетка. Това делене е по-характерно за плурипотентните ембрионални 

стволови клетки, отколкото за соматичните стволови клетки. Трябва да се отбележи, че 

симетричното и асиметричното делене на стволови клетки не се изключват взаимно. 
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Способността на стволовата клетка да се диференцира в различни линии е известна 

като потентност (Reubinoff et al., 2000). Тя може да придобие различни степени и 

определя може би най-важното свойство на стволовите клетки, което е способността им 

да осигуряват зрели, функционални типове клетки в тъканите и органите, необходими 

за оцеляването на организма. Според този потенциал стволовите клетки се делят на 

тотипотентни, плурипотентни, мултипотентни, олигопотентни и унипотентни: 

а) тотипотентни стволови клетки -  тотипотентността се определя като 

способността клетката да се диференцира както в ембрионални, така и в екстра-

ембрионални тъкани. Тотипотентността понякога се нарича омнипотентност. 

Тотипотентните стволови клетки се получават веднага след сливането на яйцеклетката 

и сперматозоида и при бозайници се генерират в рамките на първите няколко клетъчни 

деления след оплождането. В контекста на развиващия се човешки ембрион, първата 

тотипотентна клетка е известна като зигота. Зиготата претърпява симетрично клетъчно 

делене, за да доведе до допълнителни тотипотентни клетки, всички от които имат 

способността да се диференцират в извънембрионални клетки и тъкани или в някой от 

трите първични зародишни слоя. 

б) плурипотентни стволови клетки - клетките са плурипотентни, ако имат 

способността да се диференцират и в трите първични зародишни слоя (ендодерма, 

мезодерма, екзодерма), но не могат да допринесат за извънембрионални тъкани. Тези 

зародишни слоеве ще образуват специфични органи и тъкани при възрастния организъм. 

Плурипотентните стволови клетки са eмбрионалните стволови клетки (ЕСК) и 

ембрионалните герминативни клетки (ЕГК), изолирани съответно от вътрешната 

клетъчна маса на бластоциста и от примордиалните герминативни клетки на ранен 

ембрион. Те произхождат от плурипотентна клетъчна популация, поддържат нормален 

кариотип, могат да се делят за неопределено време, като са способни спонтанно да се 

диференцират в соматични клетки, представителни за всичките три ембрионални 

зародишни слоя. 

в) мултипотентни стволови клетки – мултипотентните стволови клетки могат 

да се диференцират в ограничен брой клетки, произхождащи от един зародишен слой. 

Тези клетки обикновено се намират в защитени тъканни пространства наречени ниши и 

са на етап G0 от клетъчния цикъл (L. Li & Xie, 2005; Nauta & Fibbe, 2007). В някои случаи 

мултипотентните клетки имат ограничена способност за делене и стареят след 

определен брой клетъчни деления. Установено е, че мултипотентните стволови клетки 

се ангажират със специфични линии при излагане на подходящи условия на околната 
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среда, благоприятстващи развитието на линията. Мултипотентните клетки са 

преобладаващи в организма на възрастните, тъй като те често са необходими за 

попълване на различни видове диференцирани клетки, които намаляват с времето. 

Примерите за мултипотентни стволови клетки включват хематопоетични стволови 

клетки (ХСК) – които са в основата на различни типове зрели кръвни клетки – 

мезенхимни стволови клетки – които са източник на диференцирани хондроцити, 

остеоцити и адипоцити. Мезенхимните сърдечно-специфични стволови клетки се 

диференцират в кардиомиоцити, гладка мускулатура и ендотелни клетки. 

г) олигопотентни стволови клетки – постембрионални тъканно-специфични 

стволови клетки, отличаващи се с ограничен потенциал за диференциация в няколко 

(обикновено две) органно-специфични клетъчни линии. Олигопотентните клетки често 

се срещат при възрастни организми. Съдовите стволови клетки, например, имат 

способността да се диференцират или в гладкомускулни, или в ендотелни клетки. Други 

примери за олигопотентни стволови клетки включват тези, които се намират в 

роговицата на бозайниците.  

д) прогениторни или прекурсорни клетки (клетки предшественици, унипотентни 

стволови клетки) – имат способността да се диференцират само в един клетъчен тип. 

Тези клетки са склонни да бъдат диференцирани до степен, в която имат ограничена 

митотична активност. Унипотентните стволови клетки най-често присъстват в 

специфични тъканни компартменти на възрастния организъм, чиято цел е да осигури 

структурни или функционални компоненти на тази конкретна система. Един пример за 

унипотентни стволови клетки са клетките, присъстващи в най-външния слой на кожата 

при бозайниците. Унипотентната природа на стволовите клетки в епитела позволява да 

се използват за генериране на нова кожа in vitro за целите на трансплантацията. Друг 

пример за унипотентни стволови клетки са хепатоцитите. Хепатоцитите са уникални с 

това, че са диференцирани стволови клетки, които поддържат способността си да се 

делят и регенерират по-диференцирани клетки като могат да бъдат индуцирани да се 

разделят in vitro чрез добавяне на хепатоцитен растежен фактор (HGF). 

Според стадия на развитие на организма, от който произлизат, стволовите клетки 

се подразделят на: 

• ембрионални стволови клетки (ЕСК) - при бозайници ембрионалните стволови 

клетки могат да бъдат определени като плурипотентни клетки, присъстващи във или 

получени от вътрешната клетъчна маса (inner cell mass, ICM) на ембрионите в стадий 

бластоцист. Те се култивират in vitro в присъствие на специфични растежни фактори и 
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слой от подхранващи клетки (feeder cells). Както растежните фактори, така и 

подхранващите клетки (например миши фибробласти) са абсолютно необходими за 

осигуряване на размножаването на клетките и за тяхното поддържане в 

недиференцирано състояние. 

• ембрионални герминативни клетки (ЕГК) - изолирани от примордиални клетки на 

ранен ембрион. 

• фетални стволови клетки - могат да бъдат определени като примитивни клетки, 

присъстващи в органите и тъканите на развиващия се плод, които могат да доведат до 

диференцирани фенотипове. Изолирането на фетални стволови клетки и тяхното 

потенциално използване в терапевтични приложения е силно противоречиво, тъй като 

те обикновено се извличат от абортирана фетална тъкан. 

• амниотични стволови клетки - мезенхимни по произход, мултипотентни и 

извлечени от амниотична течност.  

• постембрионални стволови клетки (соматични стволови клетки) – клетки, които 

имат в различна степен проявени свойства на стволови клетки и могат да бъдат 

изолирани от различни тъкани и органи на възрастния индивид. Подобни клетки са 

изолирани и характеризирани от костен мозък (Gnecchi & Melo, 2009),  кръв от пъпна 

връв, централна нервна система (Weiss et al., 1996), кожа (Toma et al., 2001), мускули 

(Fukada et al., 2013), плацента (Fukuchi et al., 2004), космен фоликул (Morris et al., 2004) 

и др. 

• индуцирани плурипотентни стволови клетки (induced pluripotent stem cells, 

iPSC)– най-често се използват кожни фибробласти, които са препрограмирани обратно в 

ембрионално плурипотентно състояние.  

• ракови стволови клетки - дефинират се като стволови клетки, присъстващи в 

различни видове тумори, които са способни да се самообновяват и могат да доведат до 

клетъчен тип или типове клетки, присъстващи в конкретен тумор. 

2. Откриване и произход на соматичните стволови клетки  

 James и Ernest откриват съществуването на соматичните стволови клетки 

(„сома“ е гръцка дума, означаваща „тяло“) в популация от клетки на миши костен мозък. 

Това откритие поставя основата за това, което скоро ще се превърне в революция в 

изследванията на стволови клетки и ще доведе до откриването на стволови клетки от 

различни други тъкани на възрастни организми. Тези клетки присъстват в цялото тяло в 

различни недиференцирани състояния в зависимост от произхода си. Соматичните 
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стволови клетки (ССК) имат по-ограничена способност да се диференцират в крайни, 

зрели линии в сравнение с ембрионални стволови клетки. Те често са мулти- или 

унипотентни по природа, като функционират като ресурс само за един или няколко 

диференцирани клетъчни типа. Подобно на изолираните от Till и McCulloch стволови 

клетки от костен мозък на мишки, много ССК също проявяват неограничен капацитет 

за делене, въпреки че някои клетъчни линии са склонни да стареят. ССК могат да 

встъпват, както в симетрично, така и в асиметрично клетъчно делене (Фигура 1). 

Съществуват много примери за ССК, които са получени от различни тъкани и органи 

(Meirelles et al., 2006). 

 
Фигура 1. Диаграмна илюстрация на деленето на соматични стволови клетки  

(1) Симетрично клетъчно делене, в резултат на което се получават две идентични 

дъщерни стволови клетки. (2) Асиметрично клетъчно делене, което води до една 

идентична дъщерна клетка и една прогениторна клетка. (3) Симетрично клетъчно 

делене, което води до две идентични дъщерни прогениторни клетки. (4) Терминална 

диференциация на прогениторни клетки в зрели линии.  

 

 Всеки от типовете клетки, изолиран от даден орган/тъкан, е уникален по 

произход и свойства. Това се дължи на една особеност, известна като ниша на 

стволовите клетки, която се дефинира като микросреда, в която се намират стволовите 

клетки. Тази ниша осигурява необходимите сигнални събития за растеж и 

диференциация, които са благоприятни както за клетъчно делене, така и за 

диференциация (L. Li & Xie, 2005).  
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3. Мезенхимни стволови клетки 

 Мезенхимът е вид тъкан, която се състои от клетки, вградени в извънклетъчен 

матрикс и мрежа от протеини. Свободната, течна природа на мезенхимната тъкан й 

позволява да мигрира между зародишните слоеве по време на ембрионалното и 

феталното развитие. Мезенхимът дава началото на съединителна тъкан, кости, хрущял, 

лимфна и сърдечносъдова системи. Основната част от мезенхима е получена от 

мезодермата, докато малка част произлиза от ектодермата. Мезенхимните стволови 

клетки се дефинират като мултипотентни стромални клетки, произлизащи от мезенхима 

и могат да бъдат изолирани от различни източници. Те са малки, с голямо кръгло ядро, 

имат тънки израстъци и приличат на фибробласти. Ядрото често има голямо, видимо 

ядърце. 

3.1.История на мезенхимните стволови клетки 

 Историята на мезенхимните стволови клетки започва с работата на Friedenstein, 

който за първи път ги идентифицира в костен мозък от плъх и ги нарича „остеобласти“ 

(Friedenstein et al., 1968). По късно използвайки модел на морско свинче, същата група 

доказва, че трансплантирани клетки изолирани от костен мозък, водят до ектопично 

развитие на нехемопоетична мезенхимна тъкан в подкапсулното бъбречно 

пространство. Впоследствие били проведени редица проучвания, за да се потвърди 

образуването на колонии и способността за адхезия на тези клетки (Friedenstein et al., 

1976; Friedenstein et al., 1970). Десет години по-късно подобни клетки били открити и в 

човешки костен мозък (Castro-Malaspina et al., 1980). Caplan нарича клетките със 

способност за самообновяване и in vitro потенциал за многолинейна диференциация 

„мезенхимни стволови клетки“ (Caplan, 1991). През следващото десетилетие серия от 

проучвания се фокусират върху изучаване на свойствата на МСК, но едва през 1997 г. е 

доказана in vivo способността на МСК от човешки костен мозък (КМ-МСК) да образуват 

кост (Kuznetsov et al., 1997). 

 Откакто е приета номенклатурната „MSC“ (МСК), коректността на 

наименованието предизвиква безпокойство сред учените. За да разреши този казус, 

Международното дружество за клетъчна терапия (International Society for Cellular 

Therapy, ISCT) дава нов термин „мезенхимни стромални клетки“, към които спадат 

всички мезенхимни клетки, които прилепват към пластмаса за клетъчно култивиране, 

без значение от произхода и тъканта, но само когато стволовият произход е 

демонстриран чрез ясно определени критерии, тези клетки могат вече да бъдат наречени 
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„мезенхимни стволови клетки“ (E. M. Horwitz et al., 2005). През следващата година ISCT 

публикува минимални критерии за дефиниране на човешки мезенхимни стволови 

клетки, които включват: прилепване към пластмаса, специфична експресия на 

повърхностни антигени и потенциал за мултипотентна диференциация (Dominici et al., 

2006). Въпреки това, на този етап липсва категорично и единодушно приет набор от 

критерии определящи MСК, като най-използваните сред тях са: 

• Прилепване към пластмаса при нормални условия за клетъчно култивиране; 

• Фибробластоподобна морфология; 

• Клоногенност; 

• Способност да се диференцират остеогеннно, адипогенно и хондрогенно;  

• Експресират следните повърхностни маркери: CD73, CD90 и CD105; 

• Не експресират: CD45, CD11b, CD14, CD19, CD34, CD79a и HLA-DR; 

 Следва период, през който изследователите се интересуват главно от 

функцията на МСК и дали трансплантацията на МСК може да подобри ефекта при 

присаждане на хемопоетични стволови клетки (Chao et al., 2012; Le Blanc et al., 2007). 

Данните в научната литература убедително доказват, че поради своята мултипотентност, 

МСК могат да се използват за възстановяване на тъкани при различни увреждания (J. 

Han et al., 2015; Martino et al., 2016). След като е открито и свойството на МСК да 

секретират цитокини, е проучена ролята им в имуномодулацията и поддържането на 

хомеостазата (Davies et al., 2017; K. Zhao et al., 2015). Важно е да се спомене, че през 

2016 г. ISCT прави изявление, в което подчертава, че условията на култивиране могат да 

повлияят на функциите на МСК, така че клиничното им приложение трябва да бъде 

добре изследвано (Martin et al., 2016). 

3.2.Източници 

 Въпреки че първоначално МСК са били изолирани от костен мозък, множество 

фетални и възрастни тъкани съдържат МСК, включително кожа (Riekstina et al., 2008), 

зъбна пулпа (S. Shi & Gronthos, 2003), мускул (Jackson et al., 1999; Qu-Petersen et al., 

2002), пъпна връв (Kestendjieva et al., 2008), ендометриум (Gargett & Masuda, 2010), 

децидуа (Dimitrov et al., 2010), амнион (Miki & Strom, 2006)  и сърце (Messina et al., 2004). 

Важно е да се отбележи, че МСК, изолирани от различни източници, не са еднакви. 

Фактори като източника и методологията на изолиране могат да повлияят на 

морфологията и функциите на изолираните клетки.  
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3.3.Потенциал за диференциация 

 Както беше споменато по-горе, за да бъде класифицирана една клетка като 

МСК, тя трябва да може да се диференцира в мезодермални костни, хрущялни или 

мастни производни. МСК изолирани от различни органи и тъкани запазват способността 

си да се диференцират в различни мезодермални линии като адипоцити, остеоцити и 

хондроцити, но също така могат да се диференцират в немезодермални линии като 

неврони (процес известен като трансдиференциация). 

 Насочването на диференциацията на МСК in vitro се влияе до голяма степен от 

условията на култивиране, особено от растежните фактори. Растежните фактори, които 

имат регулаторен ефект върху МСК, включват членове на суперсемейството на TGFb, 

инсулиноподобните растежни фактори (IGF) (Matsuda et al., 2005), фиброблатен 

растежен фактор (FGF) (Ito et al., 2008), епидермалния растежен фактор (EGF)   

(Kratchmarova et al., 2005), тромбоцитният растежен фактор (PDGF), съдовият ендотелен 

растежен фактор (VEGF) (J. W. Liu et al., 2007) и семейството на растежните фактори, 

известни като Wnt.   

 Ясно е, че са необходими различни индуциращи фактори и механизми за in vivo 

спрямо in vitro диференциацията на мезенхимни стволови клетки в костни или мастни 

линии. Това най-вероятно се дължи на разликите между естествената и изкуствената 

среда на двете системи. Йонните концентрации, pH и концентрацията на кислорода също 

играят роля в насочването на диференциацията на МСК. При хората, например, МСК се 

намират в хипоксична среда, която има тенденция да инхибира остеогенезата, докато 

хондрогенезата не е засегната. 

3.3.1. Остеогенеза 

 Като се имат предвид терапевтичните перспективи свързани с МСК, са 

проведени много изследвания върху остеогенния потенциал на МСК и са открити 

няколко важни индуциращи молекули, които ефективно стимулират ангажираността и 

съзряването на МСК в остеобласти. Те включват:  

• 1,25-дихидроксивитамин D3 + аскорбат-2-фосфат + β-глицерофосфат; 

• β-глицерофосфат + аскорбинова киселина + дексаметазон; 

• Аскорбат-2-фосфат + дексаметазон + β-глицерофосфат; 

 Сигналната молекула Wnt10b и свързаният транскрипционен фактор Runx2 са 

идентифицирани като ключови регулатори при решаването към кой диференциран 
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клетъчен тип (адипоцит или остеобласт) да се премине. Runx2, известен също като CBF-

α-1, е транскрипционен фактор, за който е доказано, че е от съществено значение както 

за диференциацията на клетките в остеобласти, така и за по-късния етап на скелетната 

морфогенеза. Индуцираната експресия на Runx2 от стероиди като дексаметазон 

едновременно инхибира адипогенезата и инициира ангажирането на МСК с пре-

остеобластна съдба (Fang, 2012). 

3.3.2. Адипогенеза 

 Проучвания in vitro открояват три основни индуктора на МСК-базирана 

адипогенеза, които са необходими: синтетичния глюкокортикоид дексаметазон, 

противовъзпалителното лекарство индометацин и инсулин. Докато дексаметазонът 

индуцира крайната диференциация на МСК в адипоцити на по-късен стадий, 

индометацинът задвижва активирането на рецептора PPARγ, който инициира 

обвързване на МСК с преадипоцити (Yuan et al., 2016). PPARγ е ядрен рецепторен 

транскрипционен фактор, който хетеродимеризира с ретиноидния X рецептор, за да 

регулира транскрипцията на гени, участващи в клетъчното развитие, диференциация, 

метаболизъм и дори развитие на тумор. Инсулинът активира адипогенезата чрез 

свързване с IGF-1, което води до фосфорилиране на сАМР -свързващия протеин (CREB) 

от PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase). CREB действа и за стимулиране на PPARγ. В 

допълнение, инсулинът индуцира фосфорилирането на анти-адипогенните 

транскрипционни фактори FOXO1 и FOXA2, което води до тяхната транслокация от 

ядрото и намалява ефекта на инхибиране на диференциацията на МСК в адипоцити. 

 Съществуват и други сигнали от околната среда, които са уникални и могат да 

доведат до активиране на адипогенезата на мезенхимните стволови клетки. Например, 

контактът клетка:клетка насърчава адипогенезата пред остеогенезата. В допълнение, 

триизмерната структура на извънклетъчния матрикс може да наклони към адипогенни 

срещу остеогенни събития. За разлика от остеогенезата, която се стимулира от твърди 

скелетни структурни, адипогенезата се насърчава от мека структурна геометрия.  

3.3.3. Хондрогенеза 

 Аскорбатът, инсулинът, трансферинът, селеновата киселина и 

трансформиращият растежен фактор-b (TGFb) са индуктори на хондрогенезата 

(Johnstone et al., 1998). По отношение на хондрогенезата, най-мощните индуктори са от 

семейството на TGFb, включително TGFb1, TGFb2 и TGFb3, както и костни 
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морфогенетични протеини (bone morphogenetic proteins, BMP). За човешките МСК, 

TGFb2 и TGFb3 са по-активни от TGFb1 за стимулиране на хондрогенезата, като 

значително повече протеогликани и колаген тип II могат да бъдат произведени след 

стимулиране с първите два цитокина (F. Barry et al., 2001). BMP (Bone morphogenetic 

proteins), известни с участието си в образуването на хрущял, могат да действат 

самостоятелно или съвместно с други растежни фактори, за да индуцират или подобрят 

хондрогенната диференциация на МСК. Например, BMP-2, BMP-4 или BMP-6, 

комбинирани с TGFb3, индуцират хондрогенен фенотип в култивирани КМ-МСК, като 

BMP-2 има най-изразен ефект (Sekiya et al., 2005). МСК, получени от мастна тъкан, не 

експресират TGFb тип I рецептор и имат намалена експресия на BMP-2, BMP-4 и BMP-

6 в сравнение с КМ-МСК. Следователно, добавянето на BMP-6 и TGFb е необходимо за 

тяхната хондрогенна диференциация, като BMP-6 е по-силният стимулатор за 

хондрогенна диференциация (Hennig et al., 2007). 

 Регулаторните сигнали на растежните фактори се осъществяват чрез 

специфични пътища на сигнална трансдукция, които контролират транскрипционните 

фактори надолу по веригата. По отношение на индуцираната от растежни фактори 

хондрогенна диференциация, известно е, че различни вътреклетъчни сигнални пътища, 

като митоген-активирани протеин кинази (MAPK) и Smads, се активират, които 

индуцират няколко специфични транскрипционни фактора (Sox9, Sox5 и Sox6). Това от 

своя страна води до производството на протеини от извънклетъчния матрикс (ECM), 

включително колаген тип II, агрекан и олигомерен матричен протеин на хрущяла, които 

са необходими за образуването на хрущяла. Sox9 е една от най-важните молекули за 

експресията на хрущялния фенотип. Доказано е, че експресията на Sox9 в МСК, 

получени от костен мозък, води до повишено отлагане на протеогликан (Tsuchiya et al., 

2003).  

3.4. Мезенхимните стволови клетки като модулатори участват в тъканната 

хомеостаза и регенерация 

 МСК са локализирани в периваскуларните пространства, като тази локализация 

им дава възможност за достъп, до на практика всички тъкани и следователно 

възможност за комуникация с множество клетъчни типове и участие в процесите на 

регенерация на тъканите. Интензивните изследвания в областта на приложението на 

МСК очертават някои особено интерени клинични направления, част от резултатите, от 

които са: 
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• Мезенхимни стволови клетки при увреждане на миокарда 

 МСК култивирани в условия на хипоксия, са тествани върху сърце на маймуни 

с инфаркт. Деветдесет дни след първата инжекция размерът на инфаркта и функцията 

на лявата камера, както и пролиферацията на кардиомиоцитите, съдовата плътност и 

усвояването на глюкоза, били значително подобрени в сравнение с контролната група 

(Hu, Xu, et al., 2016). При миши модел на миокарден инфаркт, интравенозно 

инфузираните човешки МСК оказват ефект, отчасти защото МСК, уловени в белия дроб, 

се активират и секретират TSG6 и други протеини, които потискат възпалителните 

реакции (Ortiz et al., 2007). 

• Мезенхимни стволови клетки при остеоартрит и възстановяване на хрущяла 

 Терапията със стволови клетки, базирана на хондрогенни прогениторни клетки, 

е проучена за регенерация на хрущяла при остеоартрит (OA) (Koelling et al., 2009). 

Рекомбинантният Atsttrin (антагонист на TNF-TNFR сигнализацията), експресиран от 

МСК, е нов TNFa блокер и има хондропротективна роля, което води до подобряване на 

хода на развитие на ОА (Xia et al., 2015). Човешки МСК, инжектирани вътреставно, се 

активират и водят до подобряване на регенерацията на менискуса на плъх (Horie et al., 

2012). Забавеното зарастване на фрактури може да бъде предотвратено чрез МСК, 

смесени с богата на тромбоцити плазма (Liebergall et al., 2013). Orozco et al. проследяват 

12 пациенти след интраартикуларно инжектиране на МСК. Приложението на МСК се 

приема за безопасно и резултатът показва, че 65%-78% от пациентите показват бързо и 

прогресивно подобрение и повечето от тях имат подобрение в качеството на хрущяла 

(Orozco et al., 2013). Резултатите от двугодишното проследяване на пациентите показват, 

че качеството на хрущяла се е подобрило допълнително (Orozco et al., 2014).  

• Мезенхимни стволови клетки при чернодробно заболяване 

 Трансплантацията на МСК може да се използва като потенциално лечение за 

чернодробно увреждане. Проучване (фаза II) оценяващо ефектите на КМ-МСК, 

трансплантирани при пациенти с цироза, показва, че три и шест месеца след операцията 

пациентите имат частично подобрение на чернодробната функция (El-Ansary et al., 

2012). При друго проучване тридесет до петдесет милиона МСК са инжектирани на осем 

пациенти в краен стадий на чернодробно заболяване. Според резултатите, серумният 

албумин, билирубинът и оценката на чернодробната функция са подобрени (Kharaziha 

et al., 2009). При 54,5% от пациентите с алкохолна цироза се наблюдават хистологични 
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подобрения след инжектиране на КМ-МСК и нивата на TGFb, колаген тип I и актина на 

гладката мускулатура  намаляват (Y. O. Jang et al., 2014).  

• Мезенхимни стволови клетки при стомашно-чревни заболявания 

 Един пример за приложението на МСК при стомашно-чревни заболявания е 

при пациенти, страдащи от автоимунното заболяване болест на Crohn. Включените в 

проучването пациенти получили интравенозни инфузии с алогенни МСК седмично в 

продължение на 4 седмици. Четиридесет и два дни след първото приложение на МСК, 8 

(от общо 15) са имали клинична ремисия, а останалите 7 са имали ендоскопско 

подобрение (Forbes et al., 2014).  

 

 МСК обикновено се прилагат за лечение на заболявания чрез системна 

инфузия. Въпреки че този метод води до увеличаване на ефективността на лечението, 

има малко преки доказателства, че МСК се диференцират в увредени тъканни клетки. 

Horwitz и Dominici обобщават ролята на секрецията на цитокини от МСК в 

регенерацията на тъканите (E. Horwitz & Dominici, 2008) и оттогава все повече и повече 

проучвания се фокусират върху секретома на МСК. 

 КМ-МСК са първият описан вид МСК, които могат да регулират тъканите, 

главно с участието си в поддържането на микросредата на ХСК. Доказано е, че 

човешките МСК възстановяват функционалната човешка хематопоетична микросреда в 

NOD-SCID мишки (Muguruma et al., 2006). Смята се, че CD146+ МСК са специфичната 

популация, която допринася за поддържането на хематопоетичната микросреда, тъй 

като те имат способността да образуват хематопоетична ниша в хетеротопни места след 

трансплантация и силно експресират ангиопоетин-1, който е основна молекула на 

нишата на ХСК (Sacchetti et al., 2007).  

4. Имуномодулиращи ефекти на мезенхимни стволови клетки 

 Тъй като МСК могат да секретират различни хемотактични фактори и да 

експресират ниски нива на молекулите от главния комплекс за тъканна съвместимост 

тип II, имуномодулаторната им способност привлича много внимание. Множество 

публикации показват, че МСК участват както във вродения, така и в адаптивния имунен 

отговор, чрез взаимодействието си с моноцити, поляризация на макрофаги и 

стимулиране на образуването на регулаторни Т клетки. Те не само водят до потискане 

на имунния отговор, но могат и да проявяват провъзпалителни ефекти в зависимост от 

специфичната възпалителна среда, в която се намират. 
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 Компонентите на имунната система, като имунни молекули и имунни клетки, 

защитават организма от нахлуване на екзогенни патогени и клетъчно малигнизиране. 

Недостатъчно стимулираната имунна система не може да защити гостоприемника. 

Въпреки това, свръхстимулацията би довела до атака насочена към здравите клетки и 

структури на организма, което води до увреждане на тъкани и органи. Следователно 

имунният отговор трябва да бъде строго регулиран чрез различни пътища. Разкриването 

на подробните механизми на тази регулаторна мрежа е от решаващо значение за 

разбирането на патогенезата на заболяванията, свързани с имунна дисфункция и 

разработването на нови терапевтични стратегии. Доказано е, че няколко клетъчни 

популации предотвратяват свръхстимулацията на имунната система, сред които са CD4+ 

Treg (Т регулаторни клетки) (Miyara et al., 2014), CD8+ Treg (S. Li et al., 2014), Breg (В 

регулаторни клетки) (Mauri & Bosma, 2012), M2 макрофаги (Vieira-Potter, 2014) и 

толерогенни дендритни клетки (García-González et al., 2016). Тези клетки модулират 

имунната реакция чрез секреция на имуносупресивни цитокини, като IL-10, TGFβ, IL-

35, инхибиторни лиганди и рецептори (като PD-1 и PD-L1, CTLA-4 и CD28) и чрез 

директно регулиране на диференциацията, съзряването и оцеляването на имунните 

клетки. 

 Доказано е, че МСК също представляват един тип клетки за възпрепятстване 

на свръхстимулация на имунната система. Имуносупресивната активност на МСК се 

отключва предимно от провъзпалителни фактори, като IFNγ, TNFα и IL-1β (Bernardo & 

Fibbe, 2013).  Сред тези фактори, IFNγ е особено важен за имуносупресивната функция 

на МСК (Krampera, 2011). IFNγ стимулира МСК да експресират имунните инхибитори 

PD-L1 и PD-L2 (Programmed death ligand 1 и 2) и понижава експресията на ILTRs 

(immunoglobulin-like transcript receptors). 

 Мезенхимните стволови клетки имат намалена или липсваща експресия на 

антиген-представящи молекули (MHC-I, MHC-II), костимулатори (CD80, CD86, CD40, 

CD40L) и FasL (Ren et al., 2008). Те експресират много хемокини и адхезионни протеини 

за привличане на клетки на имунната система, като CXCR3 лиганди, CCR5 лиганди, 

ICAM-1 и VCAM-1 (Ren et al., 2008). МСК биха могли да потиснат възпалителния 

процес, отчасти чрез понижаване на провъзпалителните фактори и повишаване на 

противовъзпалителните фактори. Освен това тези клетки могат да потискат имунните 

реакции и чрез директен клетъчен контакт. 

 Интензивните изследвания в областта показват, че микросредата може да 

превключва МСК между провъзпалителен и противовъзпалителен фенотип. МСК 
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изпълняват провъзпалителни функции в ранния стадий на възпалението чрез набиране 

на неутрофили (Kolaczkowska & Kubes, 2013). Провъзпалителните МСК активират Т-

клетките чрез секретиране на MIP-1 (макрофагов възпалителен протеин-1), CCL5, 

CXCL9 и CXCL10 и привличане на повече лимфоцити (Y. Wang et al., 2014). На този 

етап има ниски нива на сигналите за възпаление, като TNFα и IFNg. Това се потвърждава 

от данните, че МСК, получени от костен мозък и пъпна връв, стимулират имунния 

отговор, когато се третират с ниски нива на IFNγ и TNFα и не могат да произведат 

достатъчно iNOS или IDO (индолеамин 2,3-диоксигеназа) за потискане на лимфоцитите 

(W. Li et al., 2012). Въпреки това, когато IFNγ и TNFα достигнат високи нива, те 

стимулират МСК да секретират iNOS (при мишки) или IDO (при хора), което води до 

инхибиране на Т-клетъчната пролиферация и индукция на Tregs. Следователно 

концентрацията на IFNγ и TNFα може да служи като отправна точка за изследване на 

про- и противовъзпалителните ефекти на МСК.  

 В заключение, мезенхимните стволови клетки могат да насърчат възпалението, 

когато имунната система е недостатъчно активирана или да ограничат възпалението, 

докато имунната система е свръхактивирана. Тази активност е известна още като 

функция на „сензор и превключвател на имунната система“ (“sensor and switcher of the 

immune system”) (Aggarwal & Pittenger, 2005). Терминирането на възпалението включва 

множество механизми, сред които най-широко изследваните включват действието на Т 

регулаторни клетки (Tregs), миелоидни регулаторни клетки, толерогенните дендритни 

клетки и алтернативно активирани макрофаги с регулаторни и репаративни свойства, 

които ще бъдат описани по-подробно в следващите страници.   

4.1.Имунни клетки, модулирани от МСК 

 МСК са в състояние да взаимодействат с широк спектър от клетки на имунната 

система. Потискането на възпалението от МСК може да се постигне чрез инхибиране 

както на вродения, така и на адаптивния имунен отговор. МСК регулират много видове 

имунни клетки чрез имунните модулатори, експресирани от тях, включително 

дендритни клетки (DC), моноцити/макрофаги, B клетки, Breg (регулаторни B клетки), T 

клетки, Treg (регулаторни T клетки), Th1, Th2, Th17, NK, NKT, ILC (innate lymphoid cells, 

вродени лимфоидни клетки), MDSC (myeloid derived suppressor cells, миелоидни 

супресорни клетки), неутрофили и мастоцити (Najar et al., 2016) (Фигура 2). 

 Имуномодулиращите свойства на МСК ги отличават от други видове стволови 

клетки, включително хемопоетични клетки, ембрионални клетки и индуцирани 
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плурипотентни стволови клетки. Освен това, много предклинични проучвания показват, 

че използването на МСК е ефективен начин за лечение на възпалителни заболявания, 

graft-versus-host disease (GVHD) и автоимунни заболявания (Kabat et al., 2020; Trounson 

& McDonald, 2015). Понастоящем подробният механизъм на имуносупресивните 

свойства на МСК все още е неясен. Все повече доказателства сочат, че МСК могат да 

развият имуносупресивни свойства чрез регулиране на фенотипите и функциите на 

вродените и адаптивните имунни клетки. В микросредата, регулирана от МСК, Т 

клетките се трансформират в Treg фенотип; макрофагите в имунорегулаторен М2-

фенотип; NK клетките се потискат и МСК могат да потиснат формирането на 

имуноглобулини и да увеличат производството на регулаторни В клетки (Bregs) 

(Abdelrazik et al., 2012; H. Li et al., 2015; Y. Li, Kong, et al., 2019; O. Liu et al., 2013). 

 Най-общо МСК влияят върху регулацията на имунния отговор чрез фактори 

действащи чрез пряк междуклетъчен контакт между МСК и клетките мишени, и 

секреторни фактори. Известно е, че двата вида фактори действат съвместно, като 

влиянието на секреторните фактори е по-широко изследвано от това на прекия контакт, 

заради по-достъпните и информативни лабораторни методи.  

 Смята се, че основният начин за постигане на имуномодулаторните ефекти на 

МСК се крие в секрецията на имуномодулиращи молекули като индолеамин 2,3-

диоксигеназа (IDO), простагландин Е2 (PGE2), цитокини (TGFb, IL-10) или други 

разтворими фактори (TSG6, IL-1Ra, sTNFR1). Повечето от проучванията съобщават, че 

разтворимите фактори са в състояние да инхибират клетките на имунната система при 

in vitro условия. Изследванията проведени чрез transwell система (клетките нямат пряк 

контакт помежду си, но секреторните фактори преминават свободно) доказват, че 

междуклетъчния контакт не е от първостепенно значение за имуносупресивната 

функция на МСК, за разлика от секреторните фактори. Това се потвърждава при част от 

проведените in vivo проучвания, в които се описва, че системно инфузираните МСК 

обикновено са локализирани в капилярната система на белите дробове, като рядко се 

задържат в увредените тъкани, докато секреторните им ефекти обикновено се запазват 

за значителен период от време. 

 Важно е да се отбележи, че контактът между МСК и имунните клетки е 

двупосочен, като са описани различни молекули, които участват в тези взаимодействия, 

като ICAM-1, PD-1 и PD-1L, както и CTLA-4 и CD28. Подробно описание на клетките, 
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които са обект на действието на МСК, както и мемранните и секреторните фактори 

участващи в процесите на имуномодулация, е направено в следващите страници.  

 

 
Фигура 2. МСК и основните имунни клетки, обект на тяхното контактно и секреторно 

действие.  

4.1.1. Влияние на МСК върху моноцити и макрофаги 

 Моноцитите произлизат от миелоидни прекурсорни клетки и представляват 

между 2 и 10% от циркулиращите левкоцити при хората. Това е популация от клетки 

предшественици на макрофагите и DC. Моноцитите и макрофагите са ключови имунни 

клетки, които регулират възпалението и регенерацията на тъканите. Непосредствено 

след нараняване голям брой от тези клетки се струпват в увредената тъкан и претърпяват 

бързи фенотипни и функционални промени. Кръстосаните разговори между МСК и 

моноцити/макрофаги са от решаващо значение за регулирането на възпалението и 

възстановяване на хомеостазата в увредените тъкани.  

 Взаимодействията между МСК и моноцитите по време на вродения имунен 

отговор не са напълно разбрани. Въпреки това, има данни, че МСК оказват 

имуносупресивен ефект върху моноцитите. Така например, човешки моноцити, 

култивирани при условия, поддържащи тяхното съзряване (културална среда, обогатена 

с TNFa, GM-CSF и IL-4) заедно с МСК, имат намалена експресия на MHC клас II и 

костимулаторни молекули, намалена ендоцитоза и секреция на IL-12 (R. Jiang et al., 

2011; Nauta et al., 2006; Y.-P. Li et al., 2008a; Saeidi et al., 2013; English et al., 2009). 
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Способността да стимулират алогенни Т клетки в MLR (mixed lymphocyte reaction) и Т-

клетъчната антиген-зависима пролиферация също са намалени. В допълнение, 

мезенхимните стволови клетки инхибират моноцитната диференциация от CD34+ ХСК 

(Spaggiari et al., 2009).  

 Така, както МСК въздействат на клетките на имунната система, така се 

наблюдава и обратното взаимодействие. Така например, има данни, че изчерпването на 

моноцитите прекратява имуносупресивните ефекти на МСК (Cutler et al., 2010; François 

et al., 2012) – резултати, които подкрепят хипотезата, че имуносупресивните ефекти на 

МСК се индуцират главно чрез модулация на моноцити/макрофаги от МСК и вследствие 

влияние на моноцити/макрофаги върху МСК. 

 При нормални условия макрофагите (Mf) патрулират в тъканите и улавят и 

усвояват остатъци, мъртви или апоптотични клетки или патогени (Gordon & Plüddemann, 

2017). При получаване на сигнали за „опасност“, част, от които често се явява и 

секрецията на възпалителни цитокини, те регулират представянето на антигена заедно с 

костимулиращи молекули (L. Zhang & Wang, 2014). Има няколко вида Mf, които се 

различават по своето тъканно разпределение, произход и свойства и се активират при 

различни условия в зависимост от сигналите на околната среда. (Murray et al., 2014). 

Възпалителните, М1 макрофаги възникват след среща с бактериални или вирусни 

продукти или възпалителни цитокини и са в състояние да секретират провъзпалителни 

цитокини, които също така благоприятстват имунния отговор на Th1 клетките 

секретиращи IL-12, TNFa, IFN тип I, IL-6 и др. От друга страна, Mf, активирани в 

присъствието на IL-4/IL-13 и/или имунни комплекси се отбелязват като М2 макрофаги, 

и са способни да секретират Th2 цитокини (като IL-10), да обновяват извънклетъчния 

матрикс, да стимулират растежа на кръвоносни съдове и миграцията на стволови клетки 

на мястото на увреждане на тъканите, и да стимулират възстановяването на тъканите 

(Mantovani et al., 2013; Sica & Mantovani, 2012). M2 макрофагите могат допълнително да 

бъдат разделени на M2a-, M2b- и M2c-тип Mf. M1 макрофагите се появяват в ранните 

фази на процесите свързани със заздравяване на рани (1-3 дни) и по-късно се заменят с 

M2 Mf (4-7 дни). Въпреки че няма ясно разграничение на М2 типовете Mf, всеки от 

които експресира М2 маркерите CD206 и CD163, се очаква те да имат различни функции 

в процеса на възстановяване на тъканите чрез секретиране на различни 

противовъзпалителни цитокини и хемокини (Lucas et al., 2010; Mirza et al., 2009; Summan 

et al., 2006; van Amerongen et al., 2007). Трябва да се отбележи, че диференциацията към 
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всички тези фенотипове е обратима и може да се постигне чрез промени във външните 

условия. 

 Едно от първите проучвания, които идентифицират взаимодействието между 

МСК и макрофагите, е направено от Kim et al. 2009. Те показват, че Mf, изолирани и 

култивирани от човешка периферна кръв и ко-култивирани с МСК, получени от човешки 

костен мозък (J. Kim & Hematti, 2009), повишават експресията си на CD206 и имат 

висока фагоцитна активност. Те също се характеризират с намалена експресия на TNFa, 

но висока експресия на IL-10 и CCL18. 

 Множество данни сочат, че макрофагите взаимодействат с МСК и участват във 

възстановяването на тъканите, като МСК могат да привличат макрофаги към 

възпалените места и да подобрят регенерацията на тъканите и имунната регулация 

(Chaturvedi et al., 2014; W. Liu et al., 2015; M. Wang et al., 2015). В ранния стадий на 

инфекция, макрофагите реагират бързо и освобождават възпалителни фактори, за да 

убият патогените. На този етап нивата на възпалителните фактори в тъканта са 

относително ниски; МСК реагират на ниското ниво на възпаление и се поляризират в 

провъзпалителен тип МСК (МСК1), секретирайки възпалителни цитокини, като IL-6 и 

IL-8. Когато нивата на възпалителните цитокини са достатъчни, МСК преминават в 

противовъзпалителен тип (МСК2) и секретират TGFb, IL-10 и IDO, които поляризират 

провъзпалителните макрофаги (М1) до противовъзпалителни макрофаги (М2), които 

експресират високи нива на имуносупресивни фактори (като IL-10) и ниски нива на 

имунни активатори (като IL-6, IL‐12, TNFα, IL‐1β, IL‐23, CD86 и MHC II) (D.-I. Cho et 

al., 2014; Cutler et al., 2010; J. Kim & Hematti, 2009; Selleri et al., 2016). Описано е, че 

МСК, получени от костен мозък и плацента, могат да индуцират толерогенни моноцити 

и М2 макрофаги чрез експресия на IL‐10 и B7‐H4 (Hof-Nahor et al., 2012). Сигналният 

път на TGFβ, медииран от МСК, също участва в процеса на поляризация на макрофагите 

към М2 (Song et al., 2015). МСК реагират на възпалителните фактори и превключват 

макрофагите от M1 (провъзпалителни) към M2 (противовъзпалителни)  и чрез CCL18 

(C-C мотив лиганд 18) и PGE2 (Melief et al., 2013). PGE2, секретиран от МСК, се свързва 

със своите рецептори EP2 и EP4 върху макрофагите и активира интрацелуларни 

сигнални пътища за поляризиране на макрофагите към М2 фенотип (Nauta et al., 2006). 

МСК също секретират IL-1Ra, който може да има участие в потискане на имунния 

отговор и индуциране на поляризация на М2 макрофагите (Y. Chen et al., 2015). В 



 27 

допълнение, чрез извънклетъчен везикул-медииран механизъм, МСК също насочват 

макрофагите към противовъзпалителен фенотип (Morrison et al., 2017) 

 Ефектът на поляризация на M2 макрофагите от МСК се засилва допълнително 

при стимулирането им с провъзпалителни фактори (Luz-Crawford et al., 2016) като IFNγ, 

TNFα и LPS. Освен това, активираните МСК секретират имуносупресивния фактор TSG-

6 и инхибират активирането на новодиференцирани макрофаги (Choi et al., 2011). 

Описаният път се свързва със способността на TSG-6 да взаимодейства с CD44, 

експресиран върху макрофагите и в последствие се стига до намалена ядрена 

транслокация на NF-κB (Y. Chen et al., 2015). 

 При директно ко-култивиране с КМ-МСК се повишава експресията на Arg-1, 

IL-10 и TGFb - маркери за диференциация на макрофаги тип 2 (Zheng et al., 2018). Друго 

проучване демонстрира повишен процент на CD206+ и Arg-1-експресиращи Mf по време 

на активиране в МСК-кондиционирана среда в сравнение с клетките, култивирани при 

стандартни условия (Wolfe et al., 2016). Ortiz et al. показват, че МСК-кондиционирана 

среда може да инхибира секрецията на TNFa от активирани RAW-264.7 клетки (линия 

миши макрофаги). IL-1Ra е един от потенциалните медиатори на този ефект (Ortiz et al., 

2007; Gao et al., 2014). Ne ́meth et al. изследват ефекта на МСК, получени от миши костен 

мозък, в миши модел на септицемия и показват, че LPS-стимулирани макрофаги 

произвеждат повече IL-10, когато се култивират съвместно с КМ-МСК. Благоприятният 

ефект на МСК се елиминира при изчерпване на макрофагите или предварително 

третиране с антитела, специфични за IL-10 или IL-10-рецептор (Németh et al., 2009).  

 Важно е да се отбележи, че връзката между МСК и Мf е двупосочна. Според 

някои проучвания взаимодействието между МСК и макрофагите има много важна роля 

в имунорегулаторните свойства на МСК. Възпалителните цитокини, секретирани от Mf, 

стимулират МСК да отделят противовъзпалителни фактори като TSG6, PGE2 и азотен 

оксид (NO). Проучванията in vitro разкриват, че TNFa-активираните МСК могат да 

попречат на индуцираното от зимозан възпаление, предизвикано от макрофагите, и 

секретираният от МСК TSG6 има ключова роля за това (Choi et al., 2011).  

 Предполага се, че съвместните действия на МСК и макрофагите са необходими 

за регенерацията на тъканите и реваскуларизацията по време на процеса на заздравяване 

на раните. Цялостният ефект на МСК върху макрофагите разчита не само на 

намаляването на синтеза на възпалителни цитокини, но и на преминаването към 

противовъзпалителния, възстановяващ тъканта фенотип.  
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4.1.2.  МСК и DC  

Дендритните клетки са най-мощните антиген-представящи клетки (АПК) и са 

хетерогенна група, която се различава по своя произход и функция. Някои от тях 

произхождат от лимфоидния ред (плазмацитоидни, pDC), а други от миелоидния 

(миелоидни DC). В зависимост от тяхната диференциация и степен на съзряване, DC са 

в състояние да осъществяват два противоположни ефекта – индукция на имунен отговор 

(имуногенни DC ) и индукция на имунен толеранс (толерогенни DC). Толерогенните DC 

са незрели и се характеризират със силна фагоцитна активност и ниска експресия на ко-

стимулаторни молекули.   

  Дендритните клетки, култивирани в присъствието на МСК или МСК-

кондиционирана среда, имат намалена степен на съзряване. Подобни резултати са 

наблюдавани при миши DC, изолирани от слезка (Sadeghi et al., 2014). Инхибиторният 

ефект на МСК върху DC изглежда е обратим и зависи предимно от разтворими фактори, 

тъй като МСК- кондиционираната среда е в състояние да потиска DC почти толкова 

ефективно, колкото добавянето на МСК в in vitro системата (Sadeghi et al., 2014). 

Предполага се, че PGE2 е един от ключовите фактори, които медиират този инхибиторен 

ефект (Spaggiari et al., 2009). МСК експресират високи нива на PGE2, който се свързва 

със своя рецептор EP4 върху DC и упражнява инхибиторни ефекти (Spaggiari et al., 

2009). Има и други разтворими фактори, които медиират инхибирането на DC oт МСК, 

като IL-10 и TGFb (Djouad et al., 2007) (X.-X. Jiang et al., 2005), както и междуклетъчните 

контакти по пътя на Notch. Директният контакт между МСК и DC активира пътя на 

Notch и потиска пролиферацията на DC (Ramasamy et al., 2007).  Добавянето на 

неутрализиращи антитела срещу TGFb или инхибитори на Notch към in vitro системата 

е в състояние да потисне инхибиторните ефекти на МСК.  

 Друг възможен механизъм на действие на МСК върху DC може да се крие в 

индуцирането на Tregs (Y.-P. Li et al., 2008b). МСК инхибират и диференциацията на DC 

от моноцити или CD34+ ХСК, което води до производство на незрели DC. Вероятно е 

МСК да могат също така да превключват зрелите DC в супресивен незрял фенотип чрез 

Jagged1 или IL10-SOCS3 пътя (Cahill et al., 2015; X. Liu et al., 2012; B. Zhang et al., 2009). 

 Мезенхимните стволови клетки компрометират антиген-представящите 

способности на DC, като потискат експресията на HLA II, CD80, CD86 и IL-12 

секрецията от DC (Abumaree et al., 2013; English et al., 2008; Nauta et al., 2006), което 
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отново води до инхибиране на процесите на съзряване и активиране на DC (Chiesa et al., 

2011; Consentius et al., 2015; X.-X. Jiang et al., 2005; W. Zhang et al., 2004). 

 При зрели DC, МСК могат да потиснат миграцията на DC чрез понижаване на 

CCR7 и CD49dβ1 и намаляване на секрецията на възпалителни фактори (Chiesa et al., 

2011; Consentius et al., 2015). Мезенхимните стволови клетки също могат да насочват DC 

към противовъзпалителен фенотип и чрез понижаване секрецията им на 

провъзпалителния фактори (TNFα и IL-12) и повишаване секрецията им на 

противовъзпалителните фактори, като IL-10, PGE2 и M-CSF (макрофаг колония-

стимулиращ фактор) (Y. Deng et al., 2014; Djouad et al., 2007). В допълнение, МСК 

индуцират DC да секретират IL-10, който води до потискане на Т-клетъчната активация 

и стимулира диференциацията на Т ефекторните клетки в Tregs. (Aggarwal & Pittenger, 

2005). Освен това, МСК блокират клетъчното взаимодействие между DC и лимфоцитите 

– последствие от блокиране на сигналите за съзряване на DC и експресията на CD80, 

CD86, CD40  и MHC II (Aldinucci et al., 2010).  

 Важно е да се отбележи, че както беше коментирано и при макрофагите, 

комуникацията между МСК и DC не  еднопосочна. Като пример за това може да послужи 

фактът, че DC от своя страна подпомагат оцеляването на МСК чрез експресия на 

лимфотоксин-7β (Romieu-Mourez et al., 2009). 

4.1.3. В клетки 

 Въпреки че подробните механизми все още не са известни и резултатите по 

темата са противоречиви, е доказано, че МСК инхибират В-клетъчната диференциация, 

пролиферация, активация и производство на антитела индиректно или директно (Asari 

et al., 2009; Che et al., 2012; K.-A. Cho, Lee, et al., 2017; Comoli et al., 2007; Corcione et al., 

2006; Franquesa et al., 2012, 2015; O. Liu et al., 2013; Rafei et al., 2008; Rasmusson, Le Blanc, 

et al., 2007; Rosado et al., 2015; Tabera et al., 2007). 

 Известно е, че В клетките, активирани от IL-2, IL-4, IL-10, CD40, LPS 

(липополизахариди) и CpG олигонуклеотиди в in vitro условия, намаляват 

производството си на имуноглобулини и пролиферацията си в присъствието на МСК 

(Corcione et al., 2006). МСК секретират IL-1Rа, чрез който инхибират съзряването на B 

клетките (Luz-Crawford et al., 2016). МСК секретират също и CCL2, който инхибира 

активацията на STAT3 и индуцира експресията на PAX5, за да потисне производството 

на антитела в B клетките (Rafei et al., 2008). Добавянето на кондиционирана среда от 

активирани МСК също има инхибиторен ефект върху В клетките. Кондиционираната 
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среда от култивирани, но неактивирани МСК няма същия ефект (Augello et al., 2005). 

Тези резултати показват, че само в активирано състояние МСК са в способни да оказват 

имуносупресивен ефект върху В клетките. Изглежда, че МСК са в състояние да 

инхибират В клетките, дори ако те не са в контакт и се култивират разделени от transwell 

системи, което предполага ролята на разтворимите фактори като основни медиатори на 

тези взаимодействия (Asari et al., 2009; Corcione et al., 2006). Групата на Asari et al. 2009 

открива, че под влияние на разтворими фактори, секретирани от МСК, в В лимфоцитите 

се установява потисната експресия на иРНК за Blimp-1 – фактор, който е ключов за 

терминалната диференциация на В клетките в плазматични клетки.  

 Наред с влиянието на секреторните фактори, има данни, които подкрепят 

ролята на прекия междуклетъчен контакт за осъществяването на имуномодулаторното 

действие на МСК върху В лимфоцитите. Augello et al. 2005 откриват, че 

взаимодействието на PD-1/PD-L1 и инхибирането на пътищата на BCR (B-клетъчен 

рецептор) са отговорни за инхибирането на В клетките от МСК (Augello et al., 2005; 

Schena et al., 2010). Schena et al. 2010 установяват, че ефектът е независим от IDO и 

предполагат контактен път на инхибиция, обусловен от взаимодействията PD-1/PD-L,  

като предварителното излагане на МСК на екзогенен IFNγ е задължително за 

супресивния им ефект върху В клетките (Schena et al., 2010).   

 Въпреки че е показано, че МСК повишават жизнеспособността на В клетките 

(Tabera et al., 2007), те ги блокират на етап G0/G1 от клетъчното делене (Corcione et al., 

2006; Tabera et al., 2008) и инхибират диференцирането им в плазматични клетки и 

последващо образуване на имуноглобулини. Някои автори установяват, че този ефект 

може да е индиректен чрез инхибиране на индуцираното от pDC съзряване на В клетки 

(Tabera et al., 2007).  

Регулаторни В клетки  

 Подобно на Тreg клетките, в литературата са описани регулаторни В (Breg) 

клетки, за които се смята, че имат имуносупресивни функции, посредством секрецията  

на IL-10, IL-35 и TGFβ. Мезенхимните стволови клетки могат да стимулират 

производството на Breg (CD19+CD24highCD38high при хора и CD19+CD1dhighCD5+ при 

мишки) чрез секреция на IL-10 (Y. Guo et al., 2013; M.-J. Park et al., 2015). Експанзията 

на Breg клетките, стимулирана от МСК, може да е причина за общото нарастване на B-

клетките, установено при някои проучвания (Healy et al., 2015).  
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4.1.4. Т клетки 

Т клетките са един от първите видове клетки, за които се съобщава, че се 

повлияват от МСК (Bartholomew et al., 2002). Имуносупресивните ефекти на МСК върху 

Т лимфоцитите са изследвани в най-голяма дълбочина, като са натрупани множество 

данни, които недвусмислено доказват, че МСК потискат активацията и пролиферацията 

на Т клетките. 

 Както беше многократно споменато, най-общо МСК използват пряк контакт, 

секреторни фактори и комбинация между двете за инхибиране на множество типове 

клетки на имунната система, сред които са и Т клетките. Както секреторния, така и 

прекия контакт могат да бъдат разделени на директен или индиректен (чрез клетка 

посредник). Докладваните данни както за клетъчния контакт, така и за освобождаването 

на разтворими фактори при МСК-медиирана Т-клетъчна супресия са много в 

литературата и са изследвани множество кандидат-медиатори: PGE2, IDO, NO, IL-10, 

IL-27, TGFb, MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1), HLA-G, ICAM-1 и други 

(English et al., 2009; Tatara et al., 2011; W. Zhao et al., 2008; Lim et al., 2010; Ge et al., 2010). 

Въпреки това, ролите на различните разтворими фактори в експериментални условия 

понякога са противоречиви. Например, при инжектиране на IL-10-трансгенни МСК 

може да се предотврати GVHD, докато инжектирането на IL-10 самостоятелно не е 

достатъчно за постигане на същия ефект (Min et al., 2007). В модел на ревматоиден 

артрит, IL-10-трансгенните МСК не са в състояние да предотвратят колаген-индуциран 

артрит, въпреки че са мощни Т-клетъчни супресори в MLR in vitro (Djouad et al., 2005). 

Добавянето на COX (cyclo-oxygenase) инхибитори е в състояние да блокира 

инхибиторното влияние на МСК, което също предполага влиянието на PGE2 в МСК-

медиирано инхибиране на Т клетки in vitro (Yañez et al., 2010; Schurgers et al., 2010).  

 Друг механизъм на имуносупресивното действие на МСК върху Т клетки е 

секрецията на IL-6. Секретиращите IL-6 МСК потискат диференциацията на моноцитите 

в дендритни клетки и антиген-представящата функция на дендритните клетки. По този 

начин се формира популация от незрели толерогенни дендритни клетки, секретиращи 

IL-10. Секрецията на IL-10 от своя страна води до формиране на регулаторни Т клетки. 

Известно е, че IFNg и TNFa действат синергично, за да индуцират високи нива на 

експресия на IL-6 в МСК при in vitro условия. (G. Xu et al., 2009). МСК също секретират 

HLA-G1, TGFβ и HGF, чрез които инхибират пролиферацията на Т клетките, като 

понижават синтеза на фосфоретинобластома (pRb), циклин D и циклин А, докато 
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повишават синтеза на циклин-зависим инхибитор на киназа 1B (p27Kip1), което води до 

спиране на клетъчния цикъл до фаза G1 (Giuliani et al., 2011). 

 Друг начин за потискане на Т клетките е секрецията на IDO. МСК не секретират 

конститутивно IDO, но го правят, когато са третирани с IFNg (Ling et al., 2014; Y. He et 

al., 2015; D. S. Kim et al., 2018).  Когато се използва IDO инхибитор или IDO-/-МСК, се 

наблюдава частично намаляване на ефекта на потискане на Т клетките от МСК както in 

vitro, така и in vivo (Hong et al., 2016; Z. Zhang et al., 2015). Секрецията на IDO от МСК 

също е свързана с увеличен брой Treg клетки (Ge et al., 2010). МСК от див тип или от 

IDO knockout C57BL/6 мишки са инжектирани интравенозно в BALB/c реципиенти 24 

часа след като са получили бъбречна присадка. Реципиентите, третирани с див тип МСК, 

са постигнали толерантност към алографта с нормална хистология, неоткриваеми нива 

на антидонорни антитела, нарушени CD4+ Т клетъчни отговори и повишени честоти на 

CD4+CD25+Foxp3+ регулаторни Т клетки, открити в реципиентните далаци и донорските 

присадки. Докато при IDO knockout не е постигната толерантност към алографта. 

 NO е друг важен медиатор на имуносупресивните свойства на МСК върху Т 

клетките. Доказано е, че миши МСК повишават експресията на iNOS след стимулиране 

с IFNg и TNFa или IL-1 (Ren et al., 2008; G. Xu et al., 2009). Когато се използва L-NMMA 

(NOS инхибитор) или iNOS-/-МСК, се наблюдава намалено потискане на Т клетките 

(Sato et al., 2007). Освен това, in vivo експериментите с GVHD демонстрират подобряване 

на заболяването, когато се използват МСК от див тип, в сравнение с IFN-bR1-/- или iNOS 
-/-МСК (Ren et al., 2008). 

 Галектините се разтворими фактори, чиято секреция от човешки и миши МСК 

се стимулира в MLR. Те са способни да потискат пролиферацията на Т клетките. 

Няколко проучвания показват, че малка интерферираща РНК (siRNA) срещу галектини 

1 и 3 пречи на потискащите ефекти на човешките МСК върху Т клетките (Lepelletier et 

al., 2010; Sioud, 2011; Sioud et al., 2010). Въпреки това, дали потискането е медиирано от 

пряко влияние върху Т клетките или чрез инхибиране на АПК, или чрез индукция на 

Treg клетки, все още не е напълно проучено. 

 Мезенхимните стволови клетки инхибират пролиферацията и активирането на 

Т клетките, независимо от вида и тъканния им произход (Bartholomew et al., 2002; Beyth 

et al., 2005; Di Nicola et al., 2002; Djouad et al., 2003; Glennie et al., 2005; Krampera et al., 

2003; Krampera, Pasini, et al., 2006; Le Blanc, Tammik, Sundberg, et al., 2003; Petrini et al., 

2009; Ramasamy et al., 2008). Bartholomew et al. 2002 установяват, че системно 
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инжектирани МСК, са в състояние да удължат преживяемостта на кожен алографт и да 

инхибират алоспецифичния отговор на Т клетките. Тогава се разбира, че МСК са мощни 

Т-клетъчни супресори и могат да инхибират пролиферацията на Т клетките в отговор на 

митогени (фитохемаглутинин, антитела срещу CD3ε) или алогенни клетки в MLR по 

дозозависим начин (Bartholomew et al., 2002; Di Nicola et al., 2002; Krampera et al., 2003; 

Sheng et al., 2008; Le Blanc et al., 2004; Meisel et al., 2004), докато самите стволови клетки 

нямат достатъчно имуногенен потенциал (Rasmusson, Uhlin, et al., 2007).  

 Предварителното излагане на МСК на провъзпалителни цитокини от 

активирани Т клетки (като IFNg и TNFa) е достатъчно, за да индуцира техните 

противовъзпалителни свойства (Sheng et al., 2008) (Krampera, Cosmi, et al., 2006). 

Блокирането на IFNg рецепторите е достатъчно условие, за да отмени 

имуносупресивните свойства на МСК върху Т клетките (Polchert et al., 2008; Krampera, 

Cosmi, et al., 2006; Schurgers et al., 2010), но трябва да се отбележи, че има резултати 

които оспорват зависимостта на функциите на МСК върху Т клетките от IFNg (Gieseke 

et al., 2007; Ryan et al., 2007; English et al., 2007). 

 Контактният път също взема участие в имунната супресия, осъществявана от 

МСК върху Т клетките. Директния контакт-опосредстван ефект би могъл да бъде 

илюстриран чрез факта, че МСК експресират еритропоетин-продуциращ 

хепатоцелуларен (EPH) рецептор В2 (EPHB2) и ефринВ2, докато Т клетките експресират 

EPHB4 и ephrinB1 (Ramasamy et al., 2008). Директното взаимодействие между МСК и Т 

клетките чрез EPHB2/ephrinB1 и ephrinB2/EPHB4 е от съществено значение за 

имуносупресивните ефекти, тъй като блокирането на тези взаимодействия намалява 

супресивния ефект на МСК. Освен това тези взаимодействия засилват експресията на 

IDO и iNOS (Ramasamy et al., 2008). Третирането с EPHB2 и ephrinB2 намалява 

експресията на TNFα, IL-2 и IL-17 от Т клетките (T. M. Nguyen et al., 2013). Наред с това 

типичен пример за контакт опосредствена инхибиция на Т клетките от МСК е 

взаимодействието на експресирания от тях PD-L1 с PD-1 върху Т клетките, механизъм 

разгледан по-подробнo в глава „Дискусия“.  

 Ефектите на потискане на Т клетките от МСК разчитат също на високото 

клетъчно съотношение на МСК към Т клетките (Krampera et al., 2003). Ниското клетъчно 

съотношение стимулира пролиферацията на Т клетките (Le Blanc, Tammik, Sundberg, et 

al., 2003). МСК в състояние на покой дори предпазват Т клетките от апоптоза (Benvenuto 

et al., 2007).  
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  Взаимодействието между МСК и Т лимфоцитите е двупосочно. Така например, 

Groh et al. предполагат, че CD14+ клетките активират МСК чрез IL-1b при съвместно 

култивиране и след това МСК инхибират Т клетъчния отговор чрез TGFb, за който е 

доказано, че може да инхибира Т-клетъчния отговор (Groh et al., 2005; Yoshimura & 

Muto, 2010). 

Регулаторни Т клетки 

 Мезенхимните стволови клетки осъществяват имунорегулаторното си действие 

не само диретно върху ефекторните клетки на имунния отговор, но и по индиректен път, 

като действат върху други имуносупресори. Съществуват множество доказателства, че 

субпопулацията на Treg клетките е силно хетерогенна. Най-общо според начина си на 

формиране, могат да се разделят на естествени (nTregs, произхождат от тимуса) и 

индуцирани (iTregs, получени вследствие на стимулация на конвенционални Т клетки в 

периферията). Установено е, че МСК увеличават пролиферацията на Treg клетките както 

in vitro, така и in vivo. Например, процентът на Treg клетки се увеличава, когато МСК се 

добавят към MLR (Selmani et al., 2008; English et al., 2009). Този ефект е контактно 

зависим, когато се използват пречистени CD4+ Т клетки, докато директните контакти не 

са необходими в случай, че се използват мононуклеарни клетки от периферна кръв. Това 

предполага роля за посредничеството на миелоидни клетки (English et al., 2009). В in 

vitro условия, PGE2, HLA-G5, TGFb1 и IDO са предложени като ефекторни молекули, 

отговорни за индуцирането на Treg клетки от МСК (Selmani et al., 2008; English et al., 

2009; Ge et al., 2010). In vivo, МСК, инжектирани интравенозно преди алогенна 

трансплантация на органи, увеличават броя на Treg клетките, което от своя страна 

потиска отхвърлянето и подобрява степента на преживяемост на присадката (Casiraghi 

et al., 2008; Ge et al., 2010). Има и автори, които не откриват никаква индукция на Treg 

клетки от МСК in vitro (Carrión et al., 2011; Krampera, Cosmi, et al., 2006; Sheng et al., 

2008). 

  Мезенхимните стволови клетки засилват диференциацията на Treg клетки 

както чрез директен клетъчен контакт, така и чрез паракринни ефекти (чрез PGE2, TGFβ, 

HLA-G5 и IL-10) (English et al., 2009; Ghannam et al., 2010). МСК могат директно да 

индуцират диференциация на Treg чрез пътя на TLR-Notch1 и секрецията на TGFβ1, IDO 

и iNOS (индуцируема синтаза на азотен оксид) (Del Papa et al., 2013; Rashedi et al., 2017). 

МСК също засилват секрецията на IL-10 и инхибират секрецията на IFNγ и IL-17, което 

води до засилване на диференциацията Treg от CD4+ Т клетки и потискане на Th1 и Th17 
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диференциацията (Luz-Crawford et al., 2013). Освен това, МСК експресират GILZ 

(глюкокортикоид-индуциран левцинов цип), за да индуцират Treg клетки (Luz-Crawford 

et al., 2015; N. Yang et al., 2015).  

 Наред чрез прякото цитокиново действие МСК могат да инхибират Т клетките 

и чрез „клетки посредници“, както и чрез контакт опосредствани взаимоотношения. 

Като примерт за индиректно действие служи факта, че МСК инхибират Т клетките чрез 

индуциране на супресивните Tr1 (CD4+IL-10+ клетки) и Treg клетки (CD4+CD25+Foxp3+ 

или CD4+IL-10+IFNγ+) (Hsu et al., 2013; Lin et al., 2013).  

 Инжектирането на МСК в различни експериментални условия 

(експериментален автоимунен енцефаломиелит, индукция на алергия и трансплантация 

на кожен трансплант) показва индуциране на Tregs в in vivo модели (Bai et al., 2009; Luz-

Crawford et al., 2013; F. P. Barry et al., 2005). Това може да бъде причинено от директно 

потискане на Т клетките, стимулиращо натрупването на Treg клетки и чрез инхибиране 

на узряването на АПК, водещо до толерогенни миелоидни клетки, които от своя страна 

предизвикват формиране на Tregs (Cutler et al., 2010; Q. Wang et al., 2008; Aksu et al., 

2008). 

МСК оказват ефект и върху други Т регулаторни клетки. Така например, МСК 

повишават получаването и активноста на CD8+CD28- T регулаторни клетки, чрез 

увеличаване на IL‐10 и FasL (Q. Liu et al., 2015). МСК също засилват производството на 

IL10+Tr1 и TGFβ+Th3 чрез HO‐1.   

Th1 клетки 

 Въздействието на МСК е най-категорично доказано при Th1 субпопулацията на 

Т хелперните лимфоцити. Мезенхимните стволови клетки упражняват 

имуносупресивни ефекти чрез инхибиране на секрецията на тип Th1 провъзпалителни 

фактори (като IFNγ, TNFα и IL-1β) и засилване на секрецията на Th2 тип фактори. МСК 

също инхибират активирането на Th1 клетки индиректно чрез потискане на DC и NK 

клетки (Consentius et al., 2015). Метаболитите на триптофан също индуцират апоптоза в 

Th1 клетки (Fallarino et al., 2002). 

Th2 клетки 

 Данните свързани с влиянието на МСК върху Тh2 цитокиновата секреция са по-

малко. Някои автори съобщават за увеличен брой Th2 клетки и съответно увеличена 

секреция на IL-4 при in vitro експерименти (Aggarwal & Pittenger, 2005). Мезенхимните 

стволови клетки индуцират диференциацията и съзряването на Th2 клетки чрез IDO 
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секреция, което води до изчерпване на триптофан и натрупване на метаболити на 

триптофана (Ge et al., 2010).  

Th17 клетки  

 Th17 клетките се характеризират със секрецията на IL-17 и осъществяват 

имунен отговор срещу патогени на мукозните повърхности, за които Th1 или Th2 

имунитетът не е достатъчно ефективен. При липса на възпалителен стимул МСК 

повишават експресията на CD54 и привличат Th17 клетки чрез CCR6-CCL20 (Ghannam 

et al., 2010). В активирано състояние мезенхимните стволови клетки могат да инхибират 

директно или индиректно Th17 клетъчната диференциация (Duffy et al., 2011). 

Предполагаемите пътища, чрез които се осъществява това са чрез повишаване на PD-1, 

IL-10, CCS318 и инхибиране на STAT3 пътя (X. Liu et al., 2015; Luz-Crawford et al., 2012). 

Инхибирането на STAT3 пътя намалява диференциацията на Th17 чрез понижаване на 

експресията на RORt и IL-17. Въпреки че някои проучвания показват, че МСК могат да 

стимулират получаването на Th17, (Eljaafari et al., 2012; Z. Guo et al., 2009) тези 

проучвания имат известни ограничения. Например, Z. Guo et al. 2009 демонстрират, че 

КМ-МСК засилват секрецията на IL-17 и диференциацията на Th17 клетките в 

експерименти с  MLR (Z. Guo et al., 2009). Въпреки това, тези изследователи не са 

открили повишаване на Treg клетките, което обикновено трябва да се наблюдава при 

този тип анализ. Следователно, качеството и количеството на МСК могат да повлияят 

изводите от направените експерименти. 

4.1.5.  NK клетки 

 NK клетките притежават цитотоксичност без предварително активиране или 

сенсибилизация срещу клетки, които нямат експресия на протеини от MHC клас I, което 

често се случва при инфектирани с вирус, трансформирани клетки или такива в 

състояние на стрес. Важна характеристика на NK клетките е тяхната фина настройка 

според експресията на MHC протеини върху клетката, която може да служи за тяхна 

потенциална мишена (Bozzano et al., 2017). Всеки организъм има индивидуална 

комбинация от гени кодиращи MHC протеините от клас I. NK клетките по време на 

съзряването си коригират експресията на инхибиторните MHC рецептори на 

повърхността си, за да могат да разпознаят комбинацията от MHC I молекули на техния 

конкретен организъм (Y. He & Tian, 2017). Ако в случая на макрофагите и DC влиянието 

на МСК е демонстрирано в множество проучвания, много по-малко се знае за 

взаимодействията на МСК с NK клетките. Наличната информация предполага, че МСК 
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са в състояние да инхибират активирането на NK клетките, но данните са непълни. 

Натрупаната информация показва също, че в голяма степен взаимодействията между 

МСК и NK клетките са двупосочни.  

 МСК могат да инхибират пролиферацията, активацията на NK клетките, 

тяхната секреция на IFNg и TNFa, и техния цитотоксичен ефект (DelaRosa, Sánchez-

Correa, et al., 2012; Michelo et al., 2016; Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et al., 2006, 

2008). Инхибиторните ефекти на МСК върху NK клетките изискват високо клетъчно 

съотношение на МСК спрямо NK клетките (Sotiropoulou et al., 2006), докато МСК 

подпомагат пролиферацията на NK клетките при ниско клетъчно съотношение на МСК 

към NK клетки (Boissel et al., 2008). IDO и PGE2 играят важна роля в тези потискащи 

ефекти (Spaggiari et al., 2008). Spaggiari et al. 2006 предполагат, че МСК първо се 

стимулират от неактивирани NK клетки с умерено освобождаване на IFNg и тези МСК, 

от своя страна, блокират литичната им способност. Други автори също показват, че МСК 

засилват секрецията на IFNγ от IL-12- или IL-18-стимулирани NK клетки (Thomas et al., 

2014). Следователно, антипролиферативният ефект на МСК върху NK клетките, 

подобно на действията им върху други имунокомпетентни клетки се индуцира при 

възпалителни състояния, като богата на IFNg микросреда. 

 МСК индуцират NK клетките да засилят експресията си на CD73 (Chatterjee et 

al., 2014). CD73 може да преобразува AMP в аденозин, който има противовъзпалителен 

ефект (X. Chen et al., 2016). В допълнение, TLR4 (експресиран върху МСК), също 

медиира директен контакт с NK клетките (Lu et al., 2015).  

 Ко-култивирането на IL-2 третирани NK клетки с клетки-мишени (туморни или 

инфектирани с вирус клетки) заедно с МСК намалява експресията на рецепторите 

CD132, CD56, NKR2B4, NKG2D, протеин, свързан с NKp30 (NKp30) и NKp44 върху NK 

клетките (Aggarwal & Pittenger, 2005; Poggi et al., 2005; Selmani et al., 2008), като по този 

начин не им позволява да упражняват своята цитотоксичност върху целевите клетки. 

IDO, TGFb1, PGE2 и HLA-G5 поемат посредничеството при инхибиторната функция на 

МСК (Sotiropoulou et al., 2006; Spaggiari et al., 2008; Selmani et al., 2008).  

 Взаимодействията на МСК и NK клетките могат да имат голямо значение при 

трансплантацията на органи. Известно е, че острото отхвърляне на трансплантите не е 

свързано с NK клетки. NK клетките, обаче, могат да имат роля в този процес, като 

разпознават неправилните трансплантирани MHC протеини и секретират големи 

количества имуностимулиращи цитокини (Benichou et al., 2011). Когато 
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имуносупресивният ефект на МСК върху антидонорната реактивност на реципиента е 

изследван преди и след трансплантация на човешки бъбрек, МСК инхибират 

пролиферацията не само на CD4 и CD8 T лимфоцити в MLR преди и след 

трансплантация, но също и на NK клетките (Crop et al., 2009). Показано е, че 

инхибирането на пролиферацията на NK клетките зависи само от разтворими фактори 

секретирани от МСК. 

Както вече беше споменато, взаимодействията между МСК и NK клетките е 

двустранно. МСК могат да се разглеждат като супресори на NK клетките, но в същото 

време самите те могат да бъдат техни мишени. Така например, секретираният от NK 

клетките IFNγ действа върху МСК и засилва експресията на CCL2, който допълнително 

засилва секрецията на IFNγ от NK клетките (Cui et al., 2016). NK клетките също 

секретират CCL5 и CXCL7, чрез които привличат МСК (Almeida et al., 2016). В 

допълнение, при определени условия активираните NK клетки могат да предизвикат 

смърт на МСК (Götherström et al., 2011).Така например, ниската експресия на протеини 

от MHC клас I от МСК ги прави възможни мишени на NK клетките. Трябва също да се 

отбележи, че NK клетките са в състояние да убиват както автоложни, така и хетероложни 

МСК и че се смята, че активирането на NK клетките се медиира от NKp30 и рецепторно-

лигандна двойка състояща се от LFA-1 и ICAM-1 (Poggi et al., 2005). NK клетки, 

култивирани в присъствие на IL-2 или IL-15 могат ефективно да убиват МСК (Crop et 

al., 2011). Въпреки това, излагането на МСК на IFNg е в състояние да регулира 

експресията им на MHC клас I протеини и да подобри оцеляването им в присъствието 

на NK клетки (Crop et al., 2011).  

 NKT клетки  

 NKT клетките са сравнително новооткрит член на имунните клетки, които имат 

важен ефект върху останалите членове на имунната система, въпреки малкия им брой. 

Те са истински Т клетки с Т-клетъчен рецептор (TCR), но за разлика от 

конвенционалните Т клетки, които разпознават пептидни антигени, представени от 

класически MHC, NKT клетките разпознават липидни антигени, представени от CD1d, 

(некласическа MHC молекула).  

 Има данни, че МСК инхибират формирането и активността на NKT клетките 

чрез директен клетъчен контакт и паракринни модулатори (B. Wang et al., 2017; X. Zhu 

et al., 2013), като PGE2 (Prigione et al., 2009), IDO (Milosavljevic et al., 2017) и iNOS 
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(Gazdic et al., 2018). МСК активират и инхибират пролиферация и на γδT клетки и 

инвариантни NKT клетки (iNKT) (Prigione et al., 2009). 

4.1.6. ILC  

 Вродените лимфоидни клетки (ILC) са наскоро описана популация от 

лимфоидни ефекторни клетки, които имат важна роля в имунната защита, възпалението 

и ремоделирането на тъканите. Предполага се, че ILC представляват "вродени" хомолози 

на диференцирани ефекторни Т клетки и са категоризирани в три групи въз основа на 

тяхната секреция на цитокини - ILC1, ILC2 и ILC3. Както ILC2, така и ILC3 имат 

тъканно‐протективни функции, сред които противовъзпалително действие и засилване 

на тъканната регенерация (Eberl et al., 2015; Vivier et al., 2018). Наскоро е доказано, че 

ILC3 може да поддържа и генерира Treg клетки чрез секреция на IL-2 (L. Zhou et al., 

2019). Мезенхимните стволови клетки поддържат диференциацията на ILC2 (група 2 

вродени лимфоидни клетки) (Koga et al., 2018) и намножаването и активността на ILC3 

(група 3 вродени лимфоидни клетки) (van Hoeven et al., 2018). Има данни, че 

взаимодействието между ILC и МСК може да е двустранно и, че ILC3 от своя страна 

също засилват активността на МСК (van Hoeven et al., 2018). 

4.1.7. MDSC (миелоидни супресорни клетки) 

MDSC са хетерогенна миелоидна популация с имуносупресивни функции. Въпреки 

че първоначално са описани в експериментални модели и при пациенти с ракови 

заболявания, MDSC впоследствие са открити и при хронични/остри инфекции, и 

автоимунни заболявания. Механизмите на действие на MDSC са разнообразни и 

вероятно изискват директен контакт или секреция на разтворими фактори. 

 МСК водят до генерирането и увеличаването на MDSC (CD14-CD11b+CD33+ 

при хора и Gr-1+CD11b+ при мишки) (Yen et al., 2013). МСК могат да индуцират MDSC 

да експресират iNOS и аргиназа, които потискат активността на Т клетките и засилват 

получаването на Treg клетки. Тези ефекти върху MDSC възникват чрез HGF секреция 

от МСК. HGF взаимодейства със своя рецептор c-Met, експресиран от MDSC, индуцира 

фосфорилиране на STAT3 и по този начин води до пролиферацията на MDSC (Yen et al., 

2013). 
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4.1.8.  Неутрофили 

 МСК потискат привличането и активирането на неутрофили, както и 

секрецията на протеаза чрез секретиране на супероксид дисмутаза-3 (D. Jiang et al., 2016; 

Munir et al., 2016; Y. Zhu et al., 2014). Въпреки това, някои доклади показват, че МСК 

предпазват неутрофилите от апоптоза и подпомагат тяхната функция чрез IL-6 и STAT3 

(Cassatella et al., 2011; Raffaghello et al., 2008) и стимулират привличането на неутрофили 

чрез IL-8 и MIF (фактор инхибиращ миграцията на макрофаги), секретирани от МСК 

(Brandau et al., 2010). Тази функция е свързана с провъзпалителния фенотип на МСК 

(Brandau et al., 2014; P. F. Yu et al., 2017). Следователно модулацията на неутрофили от 

МСК зависи от това дали те се намират в провъзпалителен или противовъзпалителен 

фенотип. 

4.1.9. Мастоцити 

 Мезенхимните стволови клетки могат да инхибират имунната активност на 

мастоцитите, като действат върху секрецията на възпалителни цитокини, върху процеса 

на дегранулация и способността им за хемотаксис, чрез COX2-PGE2 и TGFβ1 пътища 

(Brown et al., 2011; A. Kim et al., 2016; H.-S. Kim et al., 2015; J. Liu et al., 2016; W.-R. Su 

et al., 2011). Както беше многократно споменавано, МСК секретират PGE2 чрез 

повишаване на СОХ2. След това PGE2 разпознава и активира EP4 рецептора, 

експресиран върху мастоцити, което води до тяхното потискане (J. Liu et al., 2016). 
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Таблица 1. Обобщени данни за имуносупресивните взаимодействията на МСК и 

основните клетки на имунната система.  
Клетъчен 

тип 

Ефект от 

взаимодействието 

Ключови механизми на 

действие  
Източници 

Дендритни 

клетки 

Инхибиране на съзряването; 

Намалена експресия на 

костимулиращи молекули; 

TGFb 

IL-6 

Експресия на Jagged (лиганд 

за Notch рецептори) 

PGE2 

Индукция на Treg клетки 

(Djouad et al., 2007; X.-

X. Jiang et al., 2005; Y.-P. 

Li et al., 2008b; Spaggiari 

et al., 2009) 

Макрофаги 

Намалена експресия на 

провъзпалителни цитокини; 

Повишена фагоцитна 

активност; 

Индукция на фенотип тип 2; 

TSG6 

IL-10  

IL-1Ra  

sTNFR1  

PGE2 

NO  

(Choi et al., 2011; 

François et al., 2012; 

Maggini et al., 2010; 

Németh et al., 2009; 

Ortiz et al., 2007; 

Vasandan et al., 2016; 

Zheng et al., 2018) 

NK клетки 

Намалена експресия на 

CD132, CD56, NKR2B4, 

NKG2D, NKp30 и NKp44; 

Намалена цитотоксичност;  

TGFb 

PGE2 

IDO  

Вероятни директни 

контакти клетки-клетка 

(Aggarwal & Pittenger, 

2005; Poggi et al., 2005; 

Selmani et al., 2008, 

2008; Sotiropoulou et al., 

2006; Spaggiari et al., 

2008) 

В клетки 

По-слаба пролиферация; 

Нарушен синтез на 

имуноглобулини; 

Намалена експресия на 

хемокинови рецептори; 

PD ‐1/PD‐L1  (Asari et al., 2009; 

Augello et al., 2005; 

Corcione et al., 2006) 

Т клетки 

Инхибиране на 

пролиферацията; 

Потискане на 

цитотоксичността и 

освобождаване на цитокини; 

Индукция на анергия; 

Индукция на Tregs; 

HGF 

TGFb 

IL-10 

IL-27 

PDL1 и PDL2              

Galectin-1 и -3                 

PGE2                                 

IDO 

Инхибиране на АПК 

(Aggarwal & Pittenger, 

2005; English et al., 2009; 

Ge et al., 2010; Groh et al., 

2005; Lim et al., 2010; 

Ren et al., 2008; Schurgers 

et al., 2010; Tatara et al., 

2011; Yañez et al., 2010; 

W. Zhao et al., 2008) 
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 Множеството натрупанни данни предполагат, че имуносупресивните свойства 

на МСК са медиирани чрез секреторни или контактни механизми, чиято цел е да се 

„образоват“ имунните клетки и в крайна сметка да се регулира специфичната за 

заболяването микросреда (Y. Li, Zhang, et al., 2019; Takizawa et al., 2017). Често ефектът 

на цитокините е директен (имунорегулаторната клетка секретира цитокин, който влияе 

на таргетната клетка), но често се реализира чрез множество посредничества, като 

ефектът е върху клетки посредници, които от своя страна секретират цитокини, които 

действат върху таргетната клетка. Аналогична е ситуацията и по отношение на 

контактните механизми на имунна регулация осъществявана от МСК – те също могат да 

бъдат директни (клетка-клетка) или индиректни (клека-посредник-клетка). Различни 

повърхностни молекули медиират директната комуникация клетка-клетка, като 

хемокинови рецептори, коинхибиторни молекули, цитокинови рецептори и адхезионни 

молекули (Ma et al., 2017; C. Zhang et al., 2019; K. Zhou et al., 2018). От друга страна, 

секреторният път на комуникация се постига чрез извънклетъчни везикули, секретирани 

от МСК, които включват HGF, TSG-6, TGFβ, PGE2, IDO, IL-10, NO и HO-1 (Bulati et al., 

2020; Y. He et al., 2015; Ni et al., 2019; H. Wang et al., 2017; Z. Zhang et al., 2019). Струва 

си да се отбележи, че някои повърхностни молекули могат да бъдат и секретирани, като 

секретируемата форма на PD-L1 (J.-Y. Kim et al., 2012; Y. M. Li et al., 2018).  

4.2. Имунни модулатори, експресирани и секретирани от МСК  

 МСК модулират имунния отговор в предимно супресивна насока, като са 

описани множество фактори ангажирани с тази функция. Най-общо те могат да бъдат 

разделени на фактори действащи чрез пряк междуклетъчен контакт между МСК и 

клетките мишени, и секреторни фактори. След като описахме ефекта на МСК върху 

имунните клетки, следва да се спрем и на най-важните представители на имунните 

модулатори експресирани и/или секретирани от МСК.    

4.2.1. ICAM-1 

Адхезионните молекули медиират първата стъпка в комуникацията между МСК 

и целевите клетки. МСК експресират ICAM-1, VCAM-1 и P-селектин, които 

взаимодействат със съответните рецептори, представени от целевите клетки (Rüster et 

al., 2006; B. Tang et al., 2018). От адхезионните молекули ICAM-1 е експресиран в най-

голяма степен. 
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 ICAM-1, известен също като CD54, е трансмембранен протеин, който 

принадлежи към суперсемейството на имуноглобулините. ICAM-1 се експресира главно 

от еднотелни клетки, левкоцити, фибробласти и туморни клетки (Anbarasan et al., 2015). 

Възпалителни цитокини като IFNγ, TNFα и IL-1β  могат да засилят свързването на 

ICAM-1 с неговите лиганди LFA-1 или Mac-1 и след това да медиират миграцията на 

левкоцитите към тъканите с локално възпаление (J. Guo et al., 2018). ICAM-1 може да 

играе решаваща роля в регулирането на имуносупресивните свойства на МСК. Може да 

действа като адхезионна молекула за директно лицензиране на имунните клетки in vivo 

и in vitro (Ren et al., 2010). Добре известно е, че МСК могат да индуцират поляризация 

на макрофагите към M2 фенотипа чрез ICAM-1/LFA-1 (Tatebayashi et al., 2019). Освен 

това, МСК са способни да препрограмират микроглия в „подобен на M2“ фенотип (J.-Y. 

Kim et al., 2012). В допълнение към макрофагите, ICAM-1 също медиира 

пролиферацията на Т клетките (Benvenuto et al., 2015). МСК с по-висока експресия на 

ICAM-1 могат да инхибират узряването на DC и имунния отговор на Т клетките и дори 

да покажат обещаващи ефекти за намаляване на отхвърлянето на транспланти (B. Tang 

et al., 2018). Тези проучвания показват, че директната комуникация клетка:клетка чрез 

ICAM-1 е от съществено значение за МСК при имуномодулирането и контролирането 

на различни имунни клетки. Нещо повече, ICAM-1 не само функционира чрез директно 

взаимодействие клетка:клетка, но също така стимулира паракринния ефект на МСК, 

които от своя страна синергично насърчават имунната толерантност (Ren et al., 2010). 

4.2.2. Т-клетъчен имуноглобулин и ITIM домейн (TIGIT) 

 TIGIT, известен също като Vstm3, VSig9 или WUCAM, е новоидентифициран 

коинхибиторен рецептор (X. Yu et al., 2009). Установено е, че TIGIT се експресира в 

различни имунни клетки, включително NK клетки, паметови Т клетки, M2 макрофаги, 

Treg клетки, тумор-инфилтриращи лимфоцити (TIL) и отделни имунорегулаторни 

клетки (например, туморни клетки и МСК ) (Pauken & Wherry, 2014; X.-M. Zhou et al., 

2018). Известно е, че TIGIT и CD226 се експресират от МСК, докато техните лиганди 

CD155 и CD112 се откриват върху повърхността на АПК. При свързването им може да 

се индуцират коинхибиторни сигнали. CD112 може също да достави инхибиторен 

сигнал, когато е свързан с TIGIT. Интересно е, че TIGIT се експресира само върху M2 

макрофаги, но не и M1 макрофаги, което предполага, че експресията на TIGIT стимулира 

M2 поляризацията (Noguchi et al., 2019). 
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4.2.3. CXCR4 (CD184) 

 CXCR4, известен също като CD184, е един от най-важните хемокинови 

рецептори и основният фактор, влияещ върху насочването на МСК, под действието на 

който те мигрират към целевите тъкани и взаимодействат с лигандния стромален 

клетъчен фактор-1 (SDF-1) (X. Li, Lan, et al., 2019). При взаимодействие със SDF-1, 

CXCR4+ клетките мигрират към целевото място според градиента на SDF-1. 

 Добре известно е, че повишената регулация на CXCR4 може да подобри 

миграцията на МСК. Под индукцията на SDF-1, CXCR4+ МСК могат да мигрират към 

мястото за регенерация. По подобен начин нивото на експресия на CXCR4 върху МСК 

е свързано с локалната микросреда. Предварителното третиране с SDF-1 може да 

стимулира експресията на CXCR4 в МСК (Q.-J. Deng et al., 2018). Условията на хипоксия 

или други състояния на оксидативен стрес имат същия ефект като предварителната 

обработка с SDF-1 (L. Li et al., 2017). Тъй като възпалителният отговор засилва 

секрецията на SDF-1, МСК могат да експресират повече CXCR4 при възпалителни 

състояния. От една страна, МСК с високо ниво на CXCR4 имат по-стабилни 

имуномодулиращи способности чрез намаляване на броя на DC и Th17 клетките и 

увеличаване на броя на M2 макрофагите и Treg клетките (Nan et al., 2018). От друга 

страна, дефицитът на CXCR4 потиска имуномодулаторните и насочващите способности 

на МСК (Wynn et al., 2004). 

4.2.4.  CD200 

 CD200, който е член на суперсемейството на трансмембранните повърхностни 

имуноглобулини, се експресира върху различни видове клетки, като Т и В клетки, 

съдови ендотелни клетки и АПК, както и МСК (Minas & Liversidge, 2006). Освен това, 

лигандът CD200R се експресира върху миелоидни клетки, особено моноцити и 

макрофаги. 

 Интересно е, че нивото на CD200 върху МСК може да се повиши при 

възпалителни или хипоксични състояния (Amouzegar et al., 2017; Pontikoglou et al., 2016). 

Bruno Delorme et al. 2008 откриват, че CD200 може да бъде експресиран върху 

култивирани и намножени КМ-МСК, и потвърждава, че експресията на CD200 може да 

бъде свързана с имунорегулаторните свойства на МСК (Delorme et al., 2008). Последните 

проучвания допълнително показват, че CD200 е свързан с намаляване на инфилтрацията 

на възпалителни клетки (J. Wang et al., 2014). Друг механизъм може да бъде свързан със 

засилване на освобождаването на противовъзпалителни фактори, като TGFβ и IL-4. По 
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този начин, инхибирането на експресията на CD200 чрез shRNA или чрез антагонист-

медиирана неутрализация е ефективно за потискане на имунорегулаторните свойства на 

МСК. Имуносупресивните свойства на МСК зависят от пътя на CD200/CD200R и са 

свързани с макрофагите. Веднъж „образовани“ от CD200+ МСК, макрофагите губят 

своите провъзпалителни свойства и започват да се поляризират в M2 макрофаги (Pietilä 

et al., 2012).  

 Като цяло, пътят на CD200/CD200R не само стимулира имуносупресивните 

свойства на МСК и секрецията им на противовъзпалителни цитокини, но също така 

обучава провъзпалителните имунни клетки да се поляризират в противовъзпалителен 

фенотип. 

4.2.5.  TLR (Toll-like рецептори) 

 Вродената имунна система е първата линия на неспецифична защита, която да 

устои на инвазията от патогенни микроорганизми, по време на която Toll-подобните 

рецептори (TLR) играят важна роля. TLR са група от рецепторни молекули, 

експресирани на повърхността на вродени ефекторни клетки, които могат да разпознават 

сигнали за опасност като липополизахариди (LPS), двойноверижна РНК и ендотоксини 

(Kawai & Akira, 2011). В резултат на това се стига до масовото освобождаване на 

провъзпалителни цитокини като TNFa и IL-1b. 

 МСК могат да усетят различни сигнали за опасност чрез TLR (Opitz et al., 2009; 

Romieu-Mourez et al., 2009; Tomchuck et al., 2008; Waterman et al., 2010). МСК 

експресират TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 и TLR9. Нивата на експресия на тези TLR варират 

значително в зависимост от техния тъканен произход (DelaRosa, Dalemans, et al., 2012a). 

Активираните МСК реагират на TLR лиганди и освобождават противовъзпалителни 

фактори. По този начин, TLR имат важна роля в модулирането на имунните отговори от 

МСК (DelaRosa, Dalemans, et al., 2012a) 

 Както вече беше споменато, МСК експресират изобилие от TLR, особено TLR3 

и TLR4 (Pevsner-Fischer et al., 2007). Интересно проучване показа, че TLR3 и TLR4 имат 

различни роли в имуномодулиращите свойства на МСК. TLR3-праймирани МСК имат 

противовъзпалителен профил (МСК2), докато TLR4-праймирани МСК са 

провъзпалителни (МСК1) (Waterman et al., 2010). Това обаче не винаги е така. Чрез 

използване на полиинозинова:полицитидилова киселина и LPS за стимулиране на TLR3 

и TLR4 на МСК, и при двата метода МСК могат да инхибират активността на Т клетките, 

като влошат Notch сигнализацията (Liotta et al., 2008). От друга страна, активирането на 
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TLR3 и TLR4 на МСК може да индуцира Т-регулаторната клетъчна активност. С други 

думи, както TLR3-праймирани, така и TLR4-праймирани МСК показват 

противовъзпалителни характеристики (Rashedi et al., 2017). Различните експерименти 

използват различни концентрации на TLR лиганди за стимулиране на МСК, което може 

също да повлияе на възпалителните и противовъзпалителните свойства на МСК (Ren et 

al., 2008) и даде обяснение на противоречивите резулати. 

4.2.6. PD-L1 и PD-L2 

 PD-1 се експресира главно върху Т клетки, NK клетки, макрофаги, DC и В 

клетки. PD-L1, известен също като B7-H1 (CD274), и PD-L2, известен също като B7-DC 

или CD273, са лиганди на PD-1. PD-L1 се експресира както върху нехематопоетични 

стволови клетки, така и върху специфични субпопулации от хематопоетични стволови 

клетки (Ahmad et al., 2016; Ben Nasr et al., 2017; L. C. Davies et al., 2017). Обратно, PD-

L2 се експресира предимно от инактивирани АПК, като DC и макрофаги. Освен това 

може да се индуцира върху повърхността или в цитоплазмата на туморни клетки и други 

имунорегулаторни клетки като МСК (Pai et al., 2016). PD-1 може не само да се свърже с 

PD-L1 и PD-L2, но също така да се свърже с CD80 и RGMb (Pai et al., 2016). PD-L1 

обикновено е с по-високо ниво на експресия от PD-L2 (Ghiotto et al., 2010). Афинитетът 

на свързване на PD-L1 за PD-1 и PD-L2 за PD-1 е сходен - стойности на Kd = 10 nM. 

Поразителни разлики се наблюдават по отношение на силата на свързване и дисоциация, 

а нивото на експресия на PD-L1 е значително по-високо от PD-L2 върху широк спектър 

от човешки и миши клетки, така че PD-L1 е основна отрицателна имунна контролна 

точка в семейството на programmed death ligand протеините (Keir et al., 2008).  

 МСК експресират PD-L1 (B7H1) и PD-L2 (B7DC) спонтано и при стимулация с 

IFNγ и TNFα (Chinnadurai et al., 2014; L. C. Davies et al., 2017; Sheng et al., 2008). 

Блокирането на PD-L1 и PD-L2 пътищата значително уврежда имуносупресивните 

ефекти на МСК (Chinnadurai et al., 2014; Sheng et al., 2008). Експресираните и 

секретирани от МСК PD-L1/L2 се свързват с PD-1 и инхибират пролиферацията на 

лимфоцити (Augello et al., 2005; L. C. Davies et al., 2017). PD-L1 и PD-L2 могат да 

потиснат CD4+ Т-клетъчната активация, да намалят секрецията на IL-2, да потиснат Т 

клетките и да индуцират Т-клетъчна смърт. Тези фактори могат също така да инхибират 

фосфорилирането на AKT и да регулират експресията на Foxp3, което води до 

производство на Treg (L. C. Davies et al., 2017). 
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 Тъй като PD-1 е една от основните молекули на имунната контролна точка, 

експресирана върху Т клетки, след като PD-1 се ангажира с PD-L1, той може да инхибира 

пътя на PI3K/Akt и фосфорилирането на ZAP70 и PKCθ и впоследствие може да потисне 

Т -клетъчно активиране чрез инхибиране на сигнализицията през TCR (Parry et al., 2005; 

Sheppard et al., 2004). Когато е установено, че PD-L1 е силно експресиран върху МСК, 

ролята му привлича много внимание (Camilleri et al., 2016). Проучванията също така 

установяват, че PD-L1, експресиран върху МСК, е от съществено значение за 

поддържане на имуносупресивните свойства на тези стволови клетки (Y. Liu et al., 2018). 

Освен това е интересно, че PD-L1 и PD-L2 имат и секретируеми форми, които се 

детектират в супернатанта от човешки МСК (L. C. Davies et al., 2017).  

 Действието на PD-1/PD-L1 е от голямо значение за имуносупресивните 

свойства на МСК върху Т клетките. Когато сигнализацията на PD-L1 върху МСК е 

блокирана, имуносупресивният капацитет на МСК е значително намален (Chinnadurai et 

al., 2014). Серия от проучвания за взаимодействието на PD-1/PD-L1 между МСК и Т 

клетки показват, че МСК имат различни регулаторни ефекти върху различните 

фенотипове Т клетки. Секрецията на възпалителния цитокин IL-17 от Th17 се потиска 

от МСК-медиирано PD-1/PD-L1 взаимодействие (K.-A. Cho, Park, et al., 2017). МСК 

могат да инхибират Th1 клетките, като същевременно стимулират поляризацията на Th2 

клетките (J. Zhu et al., 2017). Въпреки това, както Th1, така и Th2 клетките изглежда са 

индуцирани към апоптични пътища в различна степен. МСК водят до значително 

повишение на количеството на Treg клетките, което може да бъде причинено от 

директна комуникация клетка:клетка между Т клетките и МСК или секрецията на IL-10 

и TGFβ от МСК (D. Chen et al., 2018; Sun et al., 2018). В допълнение към Т клетките, PD-

1/PD-L1-медиираният сигнален път също участва в регулирането на други видове 

имунни клетки. Проучванията показват, че МСК могат да инхибират активирането, 

пролиферацията и имунната функция на микроглиалните клетки и да потискат 

пролиферацията, диференциацията, миграцията и имуноглобулин-секретиращите 

свойства на В клетките (O. Liu et al., 2013). 

 PD-L1, експресиран върху МСК, не е стабилно експресиран. Доказано е, че 

възпалителни цитокини като IFNγ и TNFα са свързани с повишено ниво на PD-L1 върху 

МСК и повлияват имуносупресивните свойства на МСК (L. C. Davies et al., 2017). Освен 

това, други разтворими фактори като GM-CSF и полиинозинова-полицитидилова 

киселина също могат да увеличат експресията на PD-L1 (M. Yang et al., 2017). В 

заключение, във възпалителна микросреда, провъзпалителните фактори могат да 
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увеличат експресията на PD-L1 на повърхността на МСК и в крайна сметка да доведат 

до необратима хипоергия и клетъчна смърт на Т клетките, и да стимулират образуването 

на Treg клетки с имуносупресивни свойства (Yan, Zhuansun, Chen, et al., 2014; Yan, 

Zhuansun, Liu, et al., 2014). Потискането на експресията на PD-L1 върху МСК или 

блокирането на PD-1/PD-L1 сигналния път води до намаляване на имуносупресивната 

функция на клетките (Wu et al., 2014). 

4.2.7. CD39 и CD73 

 МСК експресират CD39 и CD73. CD39 катаболизира АTP до AMP, а CD73 

катаболизира AMP до аденозин. Извънклетъчният АTP има провъзпалителни ефекти, 

докато аденозинът има противовъзпалителни ефекти чрез пътищата на cAMP и PKA. По 

този начин CD39 и CD73 могат да разцепят извънклетъчния АTP до аденозин и да 

превключват от провъзпалителна към противовъзпалителна среда (M. Chen et al., 2013; 

Kerkelä et al., 2016). 

4.2.8. IL1Rа 

 IL1Rа (интерлевкин-1 рецепторен антагонист), експресиран от МСК, може да 

стимулира поляризацията на M2 макрофагите и генерирането на Treg с повишена 

експресия на IL-10, и да потиска активността на CD4+ Т клетките. Освен това, IL1Rа 

може да потисне В-клетъчната диференциация и производството на антитела (Luz-

Crawford et al., 2016; Martino et al., 2016). 

4.2.9. Протеини, свързани със системата на комплемента 

 МСК експресират C3aR (C3a рецептор) и C5aR (C5a рецептор), които могат да 

бъдат активирани от C3a и C5a в местата на възпаление. Активираният C3aR/C5aR може 

да повиши устойчивостта на МСК към оксидативен стрес и апоптоза (Le Blanc & 

Mougiakakos, 2012). От друга страна, CD46, CD55 и CD59, експресирани на 

повърхността на МСК, могат да инхибират активирането на системата на комплемента 

и да предпазят МСК от клетъчен лизис (Le Blanc & Mougiakakos, 2012; Tu et al., 2010). 

След като веднъж клетъчният лизис се активира от системата на комплемента, 

описаните молекули не са достатъчни, за да се спре процеса на клетъчна смърт (Y. Li & 

Lin, 2012). Комбинираното третиране с IFNγ и TNFα значително увеличава способността 

на МСК да секретират фактор H, който е ключова участваща молекула в инхибирането 

на активирането на системата на комплемента (Tu et al., 2010). 
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 Въпреки че директният клетъчен контакт е важен за имуносупресивните ефекти 

на МСК, множество проучвания показват, че имуномодулаторите, секретирани от МСК, 

са с критично значение. Сред тях са IDO, PGE2, iNOS, TGFβ, IL-10, HGF, HLA-G, 

галектини, CCL2, HO-1 и тумор некротизиращ фактор стимулиращ ген 6 (TSG6). Ще се 

спрем по-подробно на най-важните от тях.  

4.2.10. IDO  

 IDO има две изоформи, IDO1 и IDO2. Тези изоформи катализират триптофан, 

важна есенциална аминокиселина, в различни метаболити, което води до изчерпването 

на триптофана (Meisel et al., 2004). Тъй като триптофанът е от съществено значение за 

пролиферацията на Т клетките (Munn et al., 1999), изчерпването му превключва 

метаболитния път от гликолиза към окислително фосфорилиране, което води до арест 

на Т клетките (Böttcher et al., 2016). Редукцията на триптофан също индуцира 

натрупването на незаредена триптофан tRNA в имунните клетки, което може да 

активира стрес киназата GCN2 и eIF2 (еукариотен транслационен фактор 2) - медиирани 

пътища, водещи до намаляване на протеиновия синтез, инхибиране на клетъчната 

пролиферация и Fas-медиирана лимфоцитна апоптоза (Munn & Mellor, 2013). 

Активирането на пътя на GCN2 също стимулира диференциацията на Treg, като 

същевременно потиска Th17 отговора чрез понижаване на IL-6 (M. D. Sharma et al., 

2009). Изчерпването на триптофан може да индуцира генериране на Treg чрез 

производство на толерогенни DC, понижаване на експресията на костимулиращи 

молекули и повишаване на инхибиторния рецептор ILT3 (имуноглобулиноподобен 

транскрипт 3) и ILT4 (имуноглобулиноподобен транскрипт 4) на DC (Brenk et al., 2009). 

Метаболитите на триптофан (кинуренин, хинолинова киселина и пиколинова киселина) 

са по-токсични за CD4+Th1 и CD8+Т клетките и по-малко токсични за Th2 клетките, като 

по този начин Т хелперните клетки превключват от Th1 към Th2 фенотип (H. Xu et al., 

2008). Освен това, метаболитът на триптофана кинуренин може директно да се свърже 

с AhR (арил въглеводороден рецептор) и да стимулира CD4+Foxp3+ Treg 

диференциацията, като същевременно потиска генерирането на Th17 и намалява 

имуногенността на DC (N. T. Nguyen et al., 2010). 

 IDO се секретира предимно от антиген-представящи клетки (Munn & Mellor, 

2013). МСК също използват IDO за медииране на имунна супресия (Ren et al., 2009). IDO 

не се секретира от МСК в състояние на покой, но може да бъде индуциран от IFNγ и 

усилен от PGE2. При стимулация с IFNγ се свързват активираният STAT1 (сигнален 
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трансдюсер и активатор на транскрипция 1), IRF-1 (интерферонов регулаторен фактор-

1) и NF-B и засилват експресията на IDO гена (Chon et al., 1996; Dai & Gupta, 1990). 

4.2.11. PGE2 

 PGE2 се произвежда от COX-1 (циклооксигеназа-1, конститутивната изоформа) 

или COX-2 (циклооксигеназа-2, индуцируема изоформа) от арахидоновата киселина, 

освободена от мембранните фосфолипиди. PGE2 взаимодейства с EP2 и EP4 рецептори, 

експресирани на повърхността на имунните клетки и проявява своите 

противовъзпалителни ефекти. Взаимодействието между PGE2 и EP2 или EP4 

рецепторите индуцира регулацията на цикличен AMP (cAMP), който след това активира 

PKA (протеин киназа А) и PI3K (фосфатидилинозитол-3 киназа). cAMP индуцира 

секрецията на противовъзпалителни фактори (IL-4, IL-5 и IL-10) и инхибира секрецията 

на провъзпалителни фактори (IL-12p70, TNF-α, CCL3 и CCL4) чрез потискане на IL-2 

пътя. В допълнение, cAMP стимулира диференциацията на макрофагите в М2 фенотип 

и Th2 клетките и инхибира производството на Th1 (Betz & Fox, 1991; Meyer et al., 2003; 

YlÖstalo et al., 2012). Въпреки това, някои проучвания показват, че PGE2 може да има 

провъзпалителни ефекти, като повишава узряването на DC и пролиферацията на Т 

клетките (Sreeramkumar et al., 2012). Проучванията показват, че ниската концентрация 

на PGE2 стимулира възпалителен отговор, докато висока концентрация го инхибира 

(Sreeramkumar et al., 2012). PGE2 засилва производството на Foxp3+ Treg клетки (S. 

Sharma et al., 2005). PGE2 също така засилва секрецията на TGFβ от моноцити и 

индуцира генериране на MDSC, които биха могли да потиснат активността на NK 

клетките и CD8+ Т клетките (Fujita et al., 2011; Mao et al., 2014).  

 PGE2 потиска IL-12 и засилва секрецията на IL-23. IL-12 (IL-12p70) се състои 

от IL-12p35 и IL-12p40. Потискането на IL-12 от PGE2 се медиира чрез инхибиране на 

IL-12p35, но не и на IL-12p40. PGE2 може да увеличи експресията на IL-23p19, който 

може да образува IL-23 с IL-12p40. По този начин PGE2 индуцира експресия на IL-23, 

което е важно за формиране на Th17 клетките (Khayrullina et al., 2008; Rodríguez et al., 

2014). 

 Секрецията на PGE2 от МСК може да бъде допълнително засилена от 

възпалителни стимули или комбинация от третиране с IFNγ и TNFα (English et al., 2007; 

Aggarwal & Pittenger, 2005). Следователно, тези клетки произвеждат големи количества 

PGE2 за потискане на имунния отговор (Crop et al., 2010). 
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4.2.12. iNOS 

 Мезенхимните стволови клетки експресират iNOS, който метаболизира L-

аргинин, за да генерира NO (азотен оксид) (Sato et al., 2007). NO потиска пътищата на 

IL-2 (Bingisser et al., 1998; Mazzoni et al., 2002; Moriggl et al., 1999). NO също индуцира 

Т-клетъчна апоптоза и инхибира експресията на MHC II (Harari & Liao, 2004). NO 

потиска секрецията на Th1 и Th2 цитокини (Bauer et al., 1997; Taylor-Robinson et al., 

1994). Когато МСК се стимулират с възпалителни фактори, iNOS генът се регулира.  

 МСК от мишки, зайци, плъхове и хамстери упражняват основно супресивни 

функции чрез iNOS, докато МСК, получени от хора, прасета и маймуни, упражняват 

супресивни функции предимно чрез IDO (J. Su et al., 2014). Така подробните механизми 

на имуносупресивните функции на МСК от различни видове може се различават. 

4.2.13. TGFβ 

 TGFβ и IL-10 са основните имунорегулаторни цитокини, секретирани от МСК 

(Mattar & Bieback, 2015; Najar et al., 2016). TGFβ се секретира конститутивно от МСК и 

допълнително се регулира от възпалителни фактори, като IFNγ и TNFα (Melief et al., 

2013; Ryan et al., 2007). TGFβ инхибира IL-2, MHC II и експресията на костимулаторния 

фактор в DC и Т клетки (Mattar & Bieback, 2015; Najar et al., 2016). Както Th1 

диференциацията, така и Th2 диференциацията могат да бъдат инхибирани от TGFβ 

(Gorelik et al., 2002). TGFβ стимулира формирането на Treg и Breg клетки (Mattar & 

Bieback, 2015). TGFβ е един от ключовите регулатори на експресията на Foxp3 (Mattar 

& Bieback, 2015; Najar et al., 2016). Супресивните ефекти на КМ-МСК, стимулирани с 

IFNγ и TNFα, се прекратяват след добавяне на TGFβ, в резултат на инхибиране на 

експресията на iNOS и IDO (C. Xu et al., 2014). 

4.2.14. IL-10 

 В допълнение към TGFβ, IL-10 е друг основен имуносупресивен цитокин, 

секретиран от МСК. Експресията на IL-10 може да бъде допълнително засилена от TLR 

лиганди (Saraiva & O’Garra, 2010). IL-10 може да инхибира съзряването на антиген-

представящи клетки и експресията на MHC и костимулаторни молекули. IL-10 инхибира 

производството на провъзпалителни фактори, пролиферацията на Т клетки и 

образуването на паметови Т клетки (Moore et al., 2001). IL-10 потиска генерирането на 

Th17 и стимулира образуването на Treg (Chaudhry et al., 2011). IL-10 упражнява своите 

противовъзпалителни ефекти чрез JAK1-TYK2-STAT3-SOCS3 пътя (Walter, 2014). 
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4.2.15. HGF 

 МСК експресират HGF, който също има имуносупресивни ефекти. HGF 

индуцира експресия на IL-10 в моноцити, инхибира активноста на Th1 и DC и стимулира 

IL-10-позитивните Treg клетки (Benkhoucha et al., 2010; P.-M. Chen et al., 2014). HGF, 

генериран от МСК, води и до увеличаване на имуносупресивните MDSC (Yen et al., 

2013). 

4.2.16. HLA-G 

 МСК секретират HLA-G5 (секретируема изоформа на некласически MHC клас 

I с имуносупресивни функции) при стимулиране с IL-10, IFNγ и TNFα (Selmani et al., 

2008). HLA-G се свързва с рецепторите на ILT2 и ILT4 , които са експресирани от 

моноцити/макрофаги, DC, CD4+ и CD8+ Т клетки, В клетки и NK клетки (Carosella et al., 

2011). HLA-G инхибира цитотоксичната функция на CD8+T и NK клетките, 

производството на цитокини от Th1 и Th17 клетките, индуцира Treg и увеличава MDSC 

клетките (Agaugué et al., 2011; Rizzo et al., 2008). Въпреки това, имуносупресивните 

ефекти на HLA-G могат също да бъдат зависими от концентрацията. Доказано е, че 

високата концентрация на HLA-G води до генериране на Treg, докато ниската 

концентрация стимулира развитието на Th1 клетките (Kapasi et al., 2000). 

4.2.17. Галектини 

 Галектините (Gal) са известни като семейство от β-галактозид-свързващи 

животински лектини, секретирани на повърхността на различни клетки. Те са 

разтворими протеини, които се свързват с гликопротеините на клетъчната повърхност. 

Лектинът, експресиран върху клетъчната повърхност, може да образува решетки и да 

взаимодейства с други клетки чрез свързване със съответния рецептор (Grigorian et al., 

2009). Понастоящем 11 от 15-те галектини са идентифицирани в човешките тъкани. Като 

цяло, галектините медиират много биологични процеси, включително регулиране на 

клетъчния растеж, апоптоза, пре-мРНК сплайсинг, клетъчна адхезия, подвижност, 

диференциация, трансформация и сигнална трансдукция, както и вродения/адаптивен 

имунитет (Arikawa et al., 2009; Chou et al., 2018). В човешката имунна система 

галектините играят решаваща роля в регулирането на хомеостазата на микросредата. 

Галектин-1 (Gal-1), галектин-3 (Gal-3) и галектин-9 (Gal-9) привличат най-голямо 

внимание сред галектините, способни да медиират имуносупресия.  
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 МСК експресират три изоформи на Gal: Gal-1, Gal-3 и Gal-9 чрез които 

инхибират активността на Т-клетките (Gieseke et al., 2010, 2013; G.-Y. Liu et al., 2013).  

Gal-9  

 Gal-9 е 36 или 39 kDa тандемно повтарящ се галектин с два неидентични домена 

за разпознаване на въглехидрати (Gieseke et al., 2013). През последните години Gal-9 се 

разглежда като молекула за контролна точка и като маркер за идентифициране на 

терапевтичната сила на МСК (Ungerer et al., 2014). Gal-9-медиираният имуносупресивен 

механизъм в МСК може да стимулира апоптозата на Т клетките или да потисне 

активността им. След като Gal-9 се свърже с лиганда TIM-3 на повърхността на Т 

клетките, сигналните пътища на NF-κB и AKT се активират и стимулират апоптозата на 

T клетките (Ji et al., 2013; Zhuo et al., 2017). Gal-9 потиска пролиферацията на В и Т 

клетките (Ungerer et al., 2014). Когато АТ-МСК са ко-култивирани с активирани PBMC, 

секрецията на Gal-9 се увеличава допълнително. Литературните данни показват, че Gal-

9 е противовъзпалителен медиатор и може да бъде индуциран от възпалителната среда. 

Инхибирането на експресията на Gal-9 чрез базиран на ретровирус подход или 

блокирането на пътя на Gal-9/TIM-3 с инхибитори може ефективно да намали 

имунорегулаторните способности на МСК (S. Kim et al., 2015). По-нататъшни 

проучвания върху животни показват подобни резултати in vitro - в култура на МСК с 

PBMC с рекомбинантен Gal-9, Th1 клетките се инхибират, докато Th2-секретираните 

цитокини са преобладаващи (M. He et al., 2018). Добре известно е, че МСК упражняват 

своите имуномодулиращи ефекти, като стимулират поляризацията на 

провъзпалителните макрофаги (М1 фенотип) в противовъзпалителен макрофаг (М2 

фенотип). Интересното е, че Gal-9 също участва в този процес. 

Gal-1 и Gal-3 

 За разлика от Gal-9, имуномодулиращите свойства на Gal-1 върху МСК все още 

са в процес на дебат. Въпреки че Gal-1 на повърхността на МСК може да предизвика 

апоптоза на активирани Т клетки in vitro, все още липсват in vivo проучвания, които да 

покажат, че дефицитът на Gal-1 върху МСК може да понижи имуносупресивния 

капацитет на МСК (Fajka-Boja et al., 2016). Gal-1 може да не е съществената част от 

директното медииране на имуносупресивните свойства на МСК. Въпреки това, той все 

още може да участва в регулирането на другите функции на МСК, като подвижност и 

диференциация. Изследване на Yun et al. разкрива, че Gal-1 може да стимулира 

миграцията на МСК чрез модулиране на NF-κB и Smad2/3 пътища (Yun et al., 2014). Gal-

1 се свързва с Th1 и Th17, но не и Th2 клетки и индуцира клетъчна апоптоза (Toscano et 
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al., 2007). Освен това, Gal-1 засилва секрециата на IL-10 от Th1 и Th17 клетки (Thiemann 

et al., 2015) и потиска миграцията на имуногенни DC (Thiemann et al., 2015). Gal-1 и 

Sema-3A се свързват с NRP1 (невропилин 1, експресиран на Т-клетъчната повърхност) 

и блокират Т клетките във фаза G0/G1 (Lepelletier et al., 2010). 

 Въпреки това, в сравнение с Gal-1, Gal-3 е по-подобен на Gal-9 по своите 

имуносупресивни свойства. Проучване на Liu et al. 2013 показва, че блокирането на гена 

на Gal-3 премахва инхибиторния ефект на МСК върху активирани мононуклеарни 

клетки от периферна кръв (PBMC) (G.-Y. Liu et al., 2013). Освен това, Gal-3, секретиран 

от МСК изолирани от кръв от пъпна връв, има положителен ефект върху инфаркт на 

миокарда (Peng et al., 2019).  

4.2.18. CCL2 

 CCL2 (Monocyte Chemoattractant Protein-1, MCP-1) е ключов хемокин, който се 

секретира от моноцити, ендотелни клетки, микроглия, NK клетки и регулира миграцията 

и инфилтрирането на клетките в тъканите. Мезенхимните стволови клетки експресират 

CCL2 и свързаните с тях металопротеинази, които са отговорни за разцепването на 

CCL2. Скъсеният CCL2 функционира като CCR2 антагонист и инхибира миграцията на 

имунни клетки. Докато CCL2 с пълна дължина се свързва със своя рецептор CCR2, който 

се експресира от активирани Th1, Th17 и NK клетки и ги привлича в местата на 

възпаление, скъсеният CCL2 има критична роля в потискането на автореактивните 

реакции от МСК. Има множество данни, че влияe върху Т-клетъчния имунен отговор, 

като предизвиква превключване към Тh2 и засилва секрецията на IL-4. Секрецията на 

CCL2 от MСК засилва Fas-L зависимата апоптоза на Т клетките. Апоптотичните Т 

лимфоцити стимулират секреция на TGFβ от макрофагите, който от своя страна е 

свързан с формирането на CD4+FoxP3+ T регулаторни клетки. 

4.2.19. HO-1 

 Както човешките, така и плъшите МСК експресират високи нива на HO-1 в 

състояние на покой (Chabannes et al., 2007). Блокирането на HO-1 намалява 

имуносупресивните ефекти на МСК. HO-1 може да засили генерирането на IL10+ Tr1 и 

TGFβ+ Tr3, два типа T регулаторни клетки. Въпреки това, след като МСК се активират 

от провъзпалителни фактори, експресията на HO-1 намалява бързо и имуносупресивната 

функция на МСК се поема от други потискащи фактори, като iNOS (Mougiakakos et al., 

2011). 
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4.2.20. TSG6 

 Когато се намират в определни сферични конфигурации, МСК експресират 

TSG6, който е важен имуносупресивен фактор (Bartosh et al., 2013; Sala et al., 2015). 

TSG6 може да намали пролиферацията на лимфоцити и неутрофили и да намали 

металопротеиназната активност и експресията на IL-6 и IFNγ. От друга страна, TSG6 

може да стимулира Foxp3+ Treg клетките и експанзията IL10+iNOS+ регулаторните 

макрофаги (Sala et al., 2015). 

4.3. Възможности за клинично приложение 

 Мезенхимните стволови клетки се използват в клиниката за клетъчна терапия 

от приблизително 20 години. Като се започне от животински модели до клинични 

изпитвания, МСК са обещаващ подход при лечението на множество заболявания. Ние 

ще се спрем на някои от тях, при които е прилагана терапия с МСК, като трябва да се 

има предвид, че темата е изключително мащабна, бързо развиваща се и съдържаща все 

още много въпросителни относно начина и безопасността на приложение на тези клетки.  

 Има редица проучвания, които демонстрират благоприятния ефект от 

инжектирането на МСК при модел на остър миокарден инфаркт поради 

противовъзпалителна им активност. Lee et al. инжектират човешки МСК интравенозно 

в мишки по време на ранния етап на артериално лигиране и съобщават за благоприятен 

ефект,  въпреки че не наблюдават трайно присаждане на МСК, които изчезват напълно 

от тялото на реципиента в рамките на 48 часа. Изглежда, че повечето от инжектираните 

клетки се задържат в белите дробове. Независимо от това, инжектираните МСК показват 

активиран фенотип и анализът на генната експресия разкрива диференциална експресия 

на повече от 50 гена, сред които е открит TNFa-индуциран секретиран протеин-6 

(TSG6). TSG6-дефицитните МСК не са в състояние да окажат своя благоприятен ефект 

(R. H. Lee et al., 2009). Luger et al. демонстрират намалена степен на дисфункция на 

лявата камера по време на миокардна исхемия и ефектът е причинен, поне частично, от 

системните противовъзпалителни действия на инжектираните МСК. Човешки МСК (2х 

106), инжектирани 24 часа след лигиране на артериите при мишки слабо се задържат в 

увредената тъкан, но авторите наблюдават значително намаляване на възпалението на 

миокарда и също така подобрена сърдечна функция в сравнение с контролните мишки 

(Luger et al., 2017).  

 МСК са в състояние да индуцират противовъзпалителни ефекти в модел на 

увреждане на роговицата при плъхове. Роговицата на животните е била изложена на 
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алкохол и механични повреди. Ако животните впоследствие са били инжектирани с 

МСК, интравенозно или интраперитонеално, или са били инжектирани с рекомбинантен 

TSG6, възпалението на роговицата и непрозрачността значително намаляват в сравнение 

с контролните животни (Roddy et al., 2011). 

 Няколко модела на перитонит и сепсис показват положителния ефект на МСК 

и техния кръстосан разговор с макрофагите (Мf). Choi et al. показват, че индуцираното 

от зимозан системно възпаление се подобрява значително, ако се инжектират МСК. 

Отново, според in vivo и in vitro експерименти, TSG6, генериран от МСК, е предложен 

като един от основните фактори за потискане на активацията на Mf (Choi et al., 2011). 

Ne ́meth  et al. демонстрират, че в случай на индуциране на сепсис при мишки, тези 

животни, на които са инжектирали МСК интравенозно, показват по-добра 

преживяемост, по-ниски нива на TNFa и IL-6 и по-високо ниво на IL-10. Както вече 

беше описано, инжектираните МСК се откриват само в белите дробове в рамките на 24 

часа след инжектирането и не се наблюдава трайно присаждане (Németh et al., 2009). 

Други автори в подобно изследване демонстрират, че мишките инжектирани с МСК 

имат по-добра преживяемост и по-успешно се справят с бактериалното възпаление (Mei 

et al., 2010). 

 В модел на индуцирано от липополизахарид (LPS) системно възпаление, 

човешки МСК, инжектирани интраперитонеално в третирани с LPS мишки, са в 

състояние да намалят възпалението чрез секреция на разтворим TNFa рецептор-1 

(sTNFR1) (Yagi et al., 2010). 

 Интраартикуларното инжектиране на МСК намалява възпалението и 

увреждането на хрущяла при миши антиген-индуциран артрит, както е показано в 

проучването на Kehoe et al. 2014. Локално на мястото на нараняване са инжектирани 

МСК, получени от костен мозък (0.5х106), по време на ранен стадий на колаген-

индуциран автоимунен артрит. Авторите наблюдават намалено подуване на увредения 

крайник, понижено ниво на възпалителни цитокини и само умерено включване на МСК 

в увредената тъкан, въпреки че дългосрочното оцеляване на вградените клетки не е 

анализирано (Kehoe et al., 2014). Bartholomew et al. доказват, че системно инжектираните 

МСК са в състояние да потиснат алогенното отхвърляне на присадката на кожата при 

бабуини (въпреки че не са го предотвратили напълно). Проучването им in vitro разкрива 

значителния инхибиторен ефект на МСК върху пролиферацията на Т клетки при смесена 

лимфоцитна реакция (MLR) (Bartholomew et al., 2002). Хаплоидентичните МСК имат 
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значителен положителен ефект при остра стероидно-резистентна форма на GVHD (Le 

Blanc et al., 2008). 

 Duijvestein et al. показват подобрение на индекса на активност на болестта на 

Crohn при някои от пациентите, инжектирани с автоложни МСК (1-2х106 клетки на 

килограм телесно тегло на пациента са инжектирани интравенозно два пъти), получени 

от костен мозък, без сериозни нежелани странични реакции (Duijvestein et al., 2010). 

Прилагането на МСК за лечение при автоимунни заболявания, клинично или 

експериментално индуцирани, също доказва противовъзпалителните свойства на МСК 

(Yamout et al., 2010) (Zappia et al., 2005) (Munir & McGettrick, 2015). 

 В заключение е очевидно, че МСК упражняват своите противовъзпалителни 

ефекти при множество експериментални модели и клинични изследвания. Механизмът 

на  действие осъществяван от МСК е сложен и разчита на множество фактори и процеси: 

подмяна на увредените клетки, секреция на фактори, които насочват възстановяването 

на тъканите и съдовия растеж (растежни фактори и хемокини), и имуносупресивна и 

противовъзпалителна активност.  

5. IFNg - механизъм на действие и функции 

Интерфероните (IFN) са описани за първи път през 1957 г. от Issacs и Lindenmann 

като вещества, които ограничават репликацията на вирусите. В средата на 1960 г. 

Wheelock съобщава, че човешките левкоцити, стимулирани с фитохемаглутинин, 

експресират фактори с инхибиторен ефект, чиято природа е много подобна на 

интерфероните (Wheelock, 1965). Тези IFN-подобни вещества имали по-слаба 

устойчивост на топлина и киселина от интерфероните, описани по-рано. През 70-те 

години на миналия век тези вещества са допълнително характеризирани и първо са 

наречени „Immune IFN“, а по-късно тип II IFN. Първоначално тази номенклатура е 

предмет на известен дебат, тъй като се смята, че IFN от тип II е физикохимично и 

биологично различен от интерфероните от тип I (IFN-a, IFN-b, IFN-o и IFN-t) (Billiau & 

Matthys, 2009). През 1980 г. група от експерти признава разликите между IFN тип I и тип 

II и дава на IFN тип II името „IFNg“.  

5.1. IFNg и IFNg-рецепторен комплекс 

Основните източници на IFNg са естествени клетки убийци (NK), Т клетки и NKT 

клетки. NK и NKT клетките конститутивно експресират IFNg иРНК, която се задържа в 

ядрото, което позволява бърза секреция на IFNg при стимулация. В Т клетките 
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ефективността на IFNg се повишава след активиране (Hodge et al., 2002; Schoenborn & 

Wilson, 2007). Експресията на IFNg се индуцира от цитокини, например IL-12 и IL-18, 

секретирани от антиген-представящи клетки и се потиска от IL-4, IL-10, TGFb и 

глюкокортикоиди. IFNg иРНК съдържа силно консервативен регион, богат на AU в 3‘-

нетранслирания регион (UTR), който медиира стабилността на иРНК. Активната 

молекула IFNg, кодирана от ген с единично копие, се състои от два антипаралелни и 

интеркалиращи полипептида, които след това се нагъват в симетрична двойна ос. 

Образуването на димер и нагъването са важни за биологичната функция и е доказано, че 

процесът е консервативен сред гръбначните животни (Savan et al., 2009). 

Биологичната активност на IFNg се инициира при свързване на димера с неговия 

рецептор. IFNg рецепторът се състои от две лиганд-свързващи IFNgR1 вериги и две 

IFNgR2 вериги, предаващи сигнала. Тези протеини са кодирани от отделни гени 

(съответно IFNGR1 и IFNGR2), които са разположени на различни хромозоми (Bach et 

al., 1997). И двете вериги са конститутивно експресирани в повечето клетки. Докато 

нивото на експресия на IFNgR1 обикновено е силно, нивото на експресия на IFNgR2 

зависи от клетъчните типове, етапите на диференциация и състоянието на активиране на 

клетките. Т клетките имат по-ниско ниво на експресия на IFNgR2 от В клетките и 

моноцитите. В сравнение с CD4+ Th2 клетките, Th1 клетките имат значително по-ниска 

експресия на IFNgR2. IFNg първо се свързва с IFNgR1 и IFNg:IFNgR1 олигомеризацията 

предизвиква свързването му с IFNgR2, което след това инициира сигналните събития 

надолу по веригата (Schroder et al., 2004). Доказано е, че взаимодействието между 

IFNg:IFNgR1 и IFNgR1:IFNgR2 е видовоспецифично, например мишият IFNg не 

взаимодейства с човешките IFNg рецептори. 

5.2. IFNg сигнализация 

Образуването на IFNg:IFNg рецепторен комплекс задейства Janus киназа 

(JAK)/сигнален трансдюсер и активатор на транскрипцията (STAT) пътя. Неактивните 

JAK1 и JAK2 конститутивно свързват IFNgR1 и IFNgR2, съответно, чрез техните N-

терминални домени. След образуването на лиганд рецепторен комплекс, 

непосредствената близост на JAK1 и JAK2 им позволява да се трансактивират един друг. 

След това активираните JAK фосфорилират Tyr440 остатъка на всяка IFNgR1 верига, за 

да образуват мястото за докинг за латентни STAT1 мономери чрез SH2-домени. След 

това STAT1 се фосфорилират в остатъка Tyr701 от JAK. Фосфорилирането позволява на 
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двата STAT1 да образуват хомодимер и да се дисоциират от IFNgR1. След това 

хомодимерът STAT1 се премества в ядрото, свързва се с гама-активираната 

последователност (GAS, TTCNNNGAA) в промоторната област на IFN отговорни гени 

(ISG) и инициира транскрипцията на целевите гени (Saha et al., 2010). Активността на 

STAT1 хомодимера е значително повишена, когато остатъкът ser727 е фосфорилиран от 

серин кинази като р38 митоген-активирана протеин киназа (MAPK) и 

фосфатидилинозитол 3-киназа (PI3K) (Gough et al., 2008). 

Първичните генни продукти от стимулацията на IFNg са транскрипционни 

фактори, например, интерферон-регулирани фактори (IRF), които след това инициират 

вторичната транскрипция на ISG. И IRF-1, и IRF-2 взаимодействат с интерферон-

стимулирания отговорен елемент (ISRE, NGAAANNGAAAG/CN) на ISG. Докато IRF-1 

инициира транскрипцията на гени, като NOS2, IL-12 и CIITA, IRF-2 потиска генната 

експресия. Интересно е, че IRF-8 и IRF-9 не могат да се свържат с ISRE и регулират ISG 

транскрипцията чрез свързване с други транскрипционни фактори, например IRF-8 

образува димер с IRF-1 и IRF-9 образува тример със STAT1 и STAT2 (Savitsky et al., 

2010). 

IFNg също може да активира STAT1-независими пътища, въпреки че все още 

изисква активиране на JAK. Стимулирането с IFNg задейства пътя на MAP киназа. JAK 

активират свързаните с IFNgR1 Raf1 и Rap1 серин кинази, които след това фосфорилират 

ERK киназа. p38 MAP киназата също се активира след третиране с IFNg. Пътят на PI3K 

е друг път, стимулиран от IFNg, който активира протеин киназа С (PKC) a, d и e 

изотипове. PKCa директно увеличава транскрипцията на ISG. Обратно, PKCe усилва 

транскрипцията чрез фосфорилиране на MAP киназа, докато PKCd прави това чрез 

фосфорилиране на ser727 върху STAT1. Доказано е също, че IFNg стимулирането 

активира NF-kB пътя чрез разграждане на инхибитора на kB (IkB) и задейства 

фосфорилирането на IKKa и b субединиците (Gough et al., 2008). 

Пътят на JAK-STAT е основният сигнален път, иницииран от стимулация с IFN-

g. С активирането на JAK, сигналът се усилва допълнително чрез иницииране на други 

пътища на сигнална трансдукция и максимизиране на STAT1 активността. За да се 

избегне неконтролирана експресия на специфични гени, водеща до увреждане на 

тъканите и автоимунитет, сигнализицията на IFNg трябва да бъде строго регулирана. 

Това се постига чрез механизъм за отрицателна обратна връзка, който води до 

индуцирана от IFNg експресия на супресора на цитокиновите сигнални гени (SOCS). 
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SOCS протеините регулират негативно IFNg сигнализацията чрез инхибиране на 

каталитичната активност на JAK. В рамките на часове след третирането с IFNg 

сигналният път се потиска  (Croker et al., 2008). 

5.3. Биологични функции на IFNg 

Антивирусният ефект е първата наблюдавана биологична функция на IFNg и по 

този начин се обяснява първоначалното му обозначение като интерферон. IFNg 

упражнява своята антивирусна активност чрез модулиране както на вродения, така и на 

адаптивния имунен отговор. По време на вирусна инфекция, IFNg задейства експресията 

на dsRNA-регулирана протеин киназа и dsRNA-специфична аденозин деаминаза - 

протеини, които инхибират синтеза на вирусни протеини. В допълнение, IFNg увеличава 

антивирусната защита на клетките чрез засилване на експресията на IFN тип I и 

образуването на ISGF3, основният протеинов комплекс, участващ в стимулирането на 

генна експресия на тип I IFN. IFNg също играе роля в предаването на антивирусни 

сигнали от вродения към адаптивния имунен отговор. Повишените нива на комплексите 

хемокини/хемокинови рецептори, индуцирани от IFNg, привличат Т клетки към мястото 

на инфекцията. При получаване на сигнал от IFNg, АПК повишават експресията на MHC 

клас II, нивата на експресия на пептиден комплекс и костимулиращи молекули, като по 

този начин улесняват специфичното CD4+ Т-клетъчно активиране и инициирането на 

адаптивния имунен отговор срещу вирусна инфекция. IFNg може също да ограничи 

вирусната инфекция чрез регулиране на пътя на МНС клас I, което позволява на 

клетките да представят по-голямо количество и по-разнообразен пептиден репертоар на 

CD8+ Т клетките (Schroder et al., 2004). При модулирането на адаптивните имунни 

отговори, IFNg улеснява и поддържа ангажираността на CD4+ Т клетките към Th1 

линията, която е от решаващо значение за контролиране на вирусната инфекция. IFNg 

също индуцира експресията на IL-12 от АПК. IL-12 не само активира NK клетките, 

основен антивирусен компонент на вродения имунитет, но също така стимулира 

развитието на Th1. Освен това, IFNg улеснява развитието на Th1 и своята собствена 

експресия чрез индуциране на T-bet експресия и потискане на експресията на GATA3, 

протеин, който задвижва Т клетъчната Th2 диференциация. За по-нататъшно 

затвърждаване на диференциацията към Th1 линията, IFNg сигнализацията също 

инхибира съществения за Th2 клетките IL-4-STAT6 сигнален път (Hu et al., 2008). 
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Друга важна биологична функция на IFNg е активирането на макрофагите, 

критичен компонент при контролиране на микробната инфекция от гостоприемника. 

Всъщност първоначално IFNg е бил наречен „макрофаг-активиращ фактор“. Веднъж 

стимулирани с IFNg, макрофагите са подготвени и по-чувствителни към 

провъзпалителни медиатори, като TNF и toll-подобни рецепторни (TLR) лиганди. 

Праймирането с IFNg усилва сигнализацията през TLR в макрофагите както чрез 

увеличаване на експресията на TLR, така и чрез активиране на транскрипционния 

фактор NF-kB. В резултат на това макрофагите повишават експресията на възпалителни 

медиатори и имунни ефектори, включително множество цитокини и хемокини (Hu et al., 

2008). IFNg потиска противовъзпалителната сигнализация, задействана от IL-10 и TGFb, 

като по този начин претретираните с IFNg макрофаги са в състояние да убиват 

погълнатите патогени чрез генериране на NADPH оксидаза и синтаза на азотен оксид, 

свързани с производството на реактивни кислородни радикали и реактивни азотни 

междинни съединения, съответно (Saha et al., 2010). Освен това, в отговор на IFNg, 

макрофагите повишават експресията на компонентите от системата на комплемента, 

които опсонизират извънклетъчните патогени. 

Модулирането на противовъзпалителния отговор е друг основен аспект на 

биологичната функция на IFNg. IL-17 е провъзпалителен цитокин, продуциран от Th17 

клетки. IL-17 генерира възпалителна среда чрез засилване на производството на 

провъзпалителни цитокини и хемокини. По този начин Th17 отговорът е жизненоважен 

за защита срещу извънклетъчни патогени. Въпреки това, ако отговорът не е регулиран, 

може да се стигне до увреждане на тъканите. IFNg инхибира развитието на Th17 клетки 

чрез инхибиране на ефектите на IL-6, IL-1, TGFb, IL-21 и IL-23, които водят до 

развитието на Th17 клетки. STAT1 инхибира STAT3, критичен компонент, използван от 

сигналните пътища на IL-6, IL-23 и IL-21. В допълнение, IFNg понижава експресията 

както на IL-23, така и на IL-1 рецепторите върху Th17 клетки (Bettelli et al., 2007). IFNg 

също играе критична роля в поддържането на хомеостазата на имунния отговор. Когато 

се стимулират с IFNg, Foxp3+T клетките засилват експресията си на T-bet. Тези Foxp3+T-

bet+ регулаторни Т клетки (Treg) са специализирани в ограничаване на Th1 имунния 

отговор (Koch et al., 2009). IFNg също индуцира STAT1-зависима апоптоза в 

макрофагите чрез повишаване нивата на каспазите-1, за да се намали възпалението в 

резултат на инфилтрация на макрофаги. За Т клетките ефектът на апоптоза е свързан със 

силата на действието на IFNg. Когато се третират с високи нива на IFNg, Т клетките 
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спират интернализацията на IFNgR2. Свръхекспресията на IFNgR2 индуцира 

експресията на Fas лиганд (FasL), водейки до Fas-зависима апоптоза (Regis et al., 2006). 

В обобщение, публикуваните досега данни ясно показват, че има две направления на 

биологични функции на IFNg: провъзпалителни и противовъзпалителни, и двете са 

критични за постигането на балансиран имунен отговор. Сложната, но деликатна 

сигнална мрежа позволява на IFNg да приспособи имунния отговор или за защита срещу 

инфекция, или за поддържане на хомеостазата на организма. 

5.4.IFNγ: приятел или враг на автоимунните заболявания 

Заради своите провъзпалителни свойства, IFNγ се свързва с различни автоимунни 

заболявания. Системният лупус еритематозус (SLE) е комплексно автоимунно 

заболяване и основната му характеристика е генерирането на автоантитела от 

активираните В клетки. Комплексът антитяло-комплемент причинява локално и 

системно възпаление и може да доведе до бъбречна недостатъчност. Наличието на IFNγ 

изостря заболяването. IFNγ повишава експресията на IFNa, чиято сигнализация 

индуцира транскрипцията на фактора за активиране на В клетките (BAFF). BAFF води 

до намножаване на В клетките и производство на автоантитела. Освен това, макрофагите 

и фибробластите повишават секрецията на комплементни протеини в отговор на IFNγ, 

което води до отлагане на елементи от системата на комплемента в бъбреците. В 

допълнение, IFNγ допринася за разпространяване на възпалението като индуцира 

хемокини, които да привличат моноцити към различни органи. Като цяло, различни нови 

миши модели на лупус-подобна болест показват, че ниските нива на IFNγ, ако са 

персистиращи, са способни да стимулират автоимунитет. 

За разлика от SLE, при множествена склероза (МС) е доказано, че IFNγ смекчава 

тежестта на заболяването. МС е автоимунно заболяване, причинено от инфилтрация на 

лимфоцити в централната нервна система. Тъй като има повишени нива на IFNγ в мозъка 

на пациенти с МС, се предполага, че автореактивните Th1 клетки може да са отговорни 

за стимулиране на процеса на разрушаването на миелиновата обвивка. Въпреки това, 

експерименталните резултати получени при използване на неутрализиращи анти-IFNγ 

антитела в експериментален животински модел на автоимунен енцефаломиелит 

показват друго. Инжектирането с анти-IFNγ антитела не облекчава симптомите, дори 

всъщност влошава заболяването. Освен това, последните доклади откриват множество 

полиморфизми в гените, кодиращи IFNγ/IFNγR при пациенти с МС. Лечението с IFNγ 

при пациенти с МС често води до рецидив на заболяването, като скорошен доклад 
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предполага, че ефектът на IFNγ върху пациентите може да се различава в зависимост от 

степента на демиелинизацията (Lees & Cross, 2007). 

По отношение на друго автоимунно заболяване, ревматоиден артрит (РА), 

ефектът на IFNγ зависи от стадия на заболяването. Ревматоидният артрит се 

характеризира с натрупване на ефекторни Т клетки, които са насочени към синовиалната 

мембрана, хрущяла и костите. При животински модел на колаген-индуциран артрит се 

наблюдава ускоряване на прогресията на заболяването, когато се третира с IFNγ в 

ранната фаза на индуциране на заболяването. Както се очаква, симптомите се 

подобряват, когато животните се третират с анти-IFNγ антитела; симптомите, обаче се 

влошават, когато антителата са инжектирани по време на по-късния стадий на 

заболяването (Saha et al., 2010). Възможно е IFNγ да стимулира активността на 

ефекторните Т клетки по време на иницииране на заболяването и да потиска имунните 

отговори по време на прогресията на заболяването чрез индуциране на апоптоза на 

ефекторни Т клетки и генериране на Tregs. 

По отношение на автоимунните заболявания, експерименталните проучвания 

досега показват, че ефектите на IFNγ варират в зависимост от видовете и статуса на 

прогресия на заболяването. За да се използват IFNγ или антитела за неутрализиране на 

IFNγ като лечение на автоимунно заболяване, е необходима повече информация, за да 

се разбере по-добре патогенезата на заболяването. 

5.5.IFNγ и злокачествени заболявания 

 Хроничното и нелекувано възпаление е един от основните фактори при 

злокачествени заболявания. Честотата на тези заболявания има тенденция да се 

увеличава с времето в развитите страни. Ефектът на IFNγ върху ограничаване на 

туморната прогресия и растеж е добре документиран. IFNγ увеличава имуногенността 

на туморните клетки чрез засилване на представянето на туморните антигени към тумор-

специфични Т клетки и NK клетки. IFNγ също засилва антитуморната активност на Т и 

NK клетките. Например, доказано е, че IFNγ може да индуцира FasL върху туморни 

клетки, което може да доведе до Fas-зависима апоптоза. Освен това, IFNγ инхибира 

растежа и пролиферацията на туморните клетки чрез блокиране на клетъчния цикъл 

(Saha et al., 2010) . Също така, изчерпването на IFNγ стимулира растежа на химически 

индуцирани тумори. Въпреки това, скорошен доклад предполага, че възпалителната 

среда, задвижвана от IFNγ, може да играе роля в оцеляването на раковите клетки и 

имуносупресията на отговора на гостоприемника при UVB-индуциран меланом (Zaidi et 
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al., 2011). Резултатът предполага, че ефектът на IFNγ върху туморите вероятно зависи от 

локалната туморна среда. 

Провъзпалителните цитокини IFNγ и TNFα синергично променят способността 

на МСК да регенерират и да се диференцират чрез NF-kB-медиирано активиране. 

Продължителното излагане на високи нива на IFNγ и TNFα води до повишена 

предразположеност към злокачествена трансформация в МСК, поради повишената 

регулация на онкогените c-Fos и c-Myc по NF-κB сигналния път. При мишки с 

овариектомия, изчерпването на IFNg и TNFα елиминира тенденцията към злокачествена 

трансформация в МСК (L. Wang et al., 2013). 

IFNγ е изключителен плейотропен цитокин. Той може не само да засили както 

вродения, така и адаптивния имунен отговор срещу патогени и тумори, но също така 

има способността да поддържа имунната хомеостаза. IFNγ има толкова разнообразни 

функции, тъй като ефектът му се различава в зависимост от клетъчния тип и нивото на 

активиране на отговора при задействане на интерфероновия рецептор. Използването на 

IFNγ за клинични изпитвания при терапия на автоимунни заболявания и рак е с 

променлив успех към момента. Експерименталните данни, получени досега, показват, 

че трябва да се вземе предвид финия баланс между про- и противовъзпалителните 

ефекти на IFNγ, когато се обмисля ефективна клинична употреба на този важен 

имунорегулиращ протеин.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 65 

ЦЕЛ	И	ЗАДАЧИ	
 

Целта на настоящия дисертационен труд е да изследва как МСК от пъпна връв 

реагират на процеса на възпаление, по отношение на техните основни характеристики и 

поведение, когато са третирани с ключовия провъзпалителен цитокин, Interferon-γ 

(IFNγ).  

За реализиране на поставената цел беше необходимо изпълнението на следните 

експериментални задачи: 

1. Да се изолират и култивират мезенхимни стволови клетки от човешка пъпна връв. 

2.  Да  се докаже стволовия характер на култивираните клетки чрез проследяване на 

параметри като пролиферативен капацитет, имунофенотип, клоногенност, както и 

потенциал за остеогенна и адипогенна диференциация. 

3. Да се определи експериментално подходяща концентрация на IFNγ за третиране 

на МСК. 

4. Да се изследва ефекта, който IFNγ оказва върху морфологията на МСК. 

5. Да се изследва влиянието на IFNγ върху основните свойства на МСК: 

пролиферативен капацитет, клоногенност, потенциал за остеогенна и адипогенна 

диференциация.  

6. Да се изследва влиянието на IFNγ върху повърхностната експресия на някои 

молекули. 

7.   Да се изследва степента на апоптоза на МСК под влиянието на IFNγ.  

8. Да се проследи влиянието на IFNγ върху стабилността на кариотипа на МСК. 

9. Да се изследва цитокиновата секреция на МСК под влиянието на IFNγ. 

10. Да се изследва имуномодулиращия ефект на третирани с IFNγ МСК, като се 

анализира повърхностната експресия на Т-клетъчни молекули и секрецията на 

цитокини.   
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МАТЕРИАЛИ	И	МЕТОДИ	
	

МАТЕРИАЛИ 

1. Проби от човешка пъпна връв 

Проби от човешка пъпна връв (дължина 6-15 см) бяха получени от 35 пациентки 

в хода на оперативно или естествено родоразширение, проведено в САГБАЛ „Д-р 

Щерев“, София, България, след подписване на информирано съгласие. Като 

изключващи критерии бяха приети сърдечно-съдови, туморни, метаболитни, 

автоимунни и психични заболявания. Пробите бяха съхранени в стерилен физиологичен 

разтвор на 4°С и обработени до 24 часа в Тъканна банка БулГен АД, в съответствие с 

Приложение 1-А към Договор за вземане, изследване и съхраняване на мезенхимни 

стволови клетки от тъкан от пъпна връв. Обобщена информация за донорите на 

човешка пъпна връв е представена в Таблица 2. 

 

Таблица 2. Обобщена информация за донорите на пъпна връв (GW - гестационна 

седмица, P.N. – partus normalis, нормално раждане, S.C. - Sectio caesarea, оперативно 

раждане). 

 

2.  Проби периферна венозна кръв от здрави донори 

 Проби периферна венозна кръв от здрави доброволци (на възраст между 22 и 48 

год.) бяха получени след подписване на информирано съгласие. Като изключващи 

критерии бяха приети сърдечно-съдови, туморни, метаболитни, автоимунни и психични 

заболявания. От всеки донор бяха взети между 8 и 15 ml периферна венозна кръв във 
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вакуумни епруветки BD Vacuntainer EDTA 4 ml. Непосредствено след пробовземането 

започваше процедурата по изолиране и култивиране на човешки мононуклеарни клетки 

от периферна кръв (PBMC). Обощена информация за донорите на периферна венозна 

кръв е представена в Таблица 3.  

 

Таблица 3. Обобщена информация за здравите донори на периферна венозна кръв. 

 

3. Хранителни среди и реактиви за клетъчно култивиране 

1.3.1 Основна среда DMEM/F12 1:1 (PAN Biotech, Germany) 

w: stab. Glutamine / w:1.2 g/L NaHCO3 

• DMEM/F12 1:1     -    500 ml 

• Глюкоза                                                                     -    3.151 g/l 

• L-глутамин                                                                -     543.85 mg/l 

• Na-пируват                                                                -     110 mg/l 

• Амино киселини и витамини 

1.3.2. Trypsin-EDTA (PAN Biotech, Germany) в HBSS w/o: Ca, Mg, w: Phenol red 

• Trypsin          - 0.5 g/l HBSS   (0.05%) 

• EDTA 4Na      - 0.2 g/l HBSS   (0.02%) 

1.3.3. Phosphate buffered saline (Sigma, USA) – таблетки 

Една таблетка се разтваря в 200 mL дестилирана вода, за да се получи 

0.01М фосфатен буфер (pH 7.4, at 25 °C): 

• 0.0027 M KCl  

• 0.137 M NaCl 
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1.3.4. Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B mix във 0.85% физиологичен 

разтвор 

• 10 000 U/ml Penicillin 

• 10 mg/ml Streptomycin 

• 25 µg/ml Amphotericin B 

1.3.5. Рекомбинантен човешки Interferon-g (E. coli) 

• Молекулно тегло: 16.700 Da 

• Концентрация: 100 000U/ml в 0.1M PBS (pH 7.0), 2.5% захароза (w/v), 2.5% 

човешки серумен албумин (w/v), филтруван през филтър с мембрана на 

порите 0.2μm. 

МЕТОДИ 

 

Фигура 3. Схематично обобщение на използваните методи в рамките на 
дисертационния труд.  

 

1.  Изолиране и култивиране на човешки мезенхимни стволови клетки от 

пъпна връв 

 Човешки мезенхимни стволови клетки от пъпна връв (WJ-МСК) бяха изолирани от 

здрави донори (n=35, 37-40 гестационна седмица) след подписване на информирано 
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съгласие одобрено от Етичната комисия на САГБАЛ „Д-р Щерев“, София, България. 

Парчетата пъпна връв (между 6 см и 15 см) бяха промити за кратко с 70% етанол и 

прехвърлени в стерилен физиологичен разтвор. Кръвоносните съдове бяха отстранени 

внимателно и остатъкът от тъканта беше нарязан на малки парчета, които в последствие 

бяха инкубирани в 0.25% колагеназа (w/v) (Genaxxon, Germany), 40 mg/ml хиалуронидаза 

(Genaxxon, Germany) и 1% пеницицил/стрептомицин/амфотерицин B микс (PAN Biotech, 

Germany) за минимум 2 часа в инкубатор (37°C, 5% CO2) на шейкър. След края на 

инкубационния период хомогенизираната тъкан беше разредена със стерилен 

физиологичен разтвор и прекарана през клетъчно сито (70 µm). Пробата беше 

центрофугирана за 10 мин при 300 x g и клетъчната утайка беше посята в 25 cm2 фласкове 

(Biologix, USA) за клетъчно култивиране в концентрация 1x104 клетки/cm2 в среда 

DMEM/F12 обогатена с 10% фетален телешки серум (FBS, PAN Biotech, Germany), 10 

ng/ml rHuFGF-b (Genaxxon, Germany) и 1% пеницицил/стрептомицин/амфотерицин B 

микс. На следващия ден бяха отстранени неадхериралите клетки чрез промиване със 

стерилен физиологичен разтвор, след което беше добавена свежа културална среда 

(5ml/фласк). На третия ден от началното посяване, достигналите над 90% конфлуентност 

прилепнали мезенхимни стволови клетки бяха трипсинизирани (0,05% Трипсин/0,02% 

EDTA) в продължение на 4 мин. и препосяти. Свежа културална среда беше добавяна на 

всеки 48 часа. 

1.1. Клетъчно култивиране 

 Първичните клетъчни култури, използвани в експерименталната работа, бяха 

поддържани в хранителна среда DMEM/F12 + 10% (v/v) FBS + 10 ng/ml rHuFGF-b в 6-, 

24- или 96-ямкови стерилни плаки (Greiner Bio-One, Austria) и 25 cm2 фласкове в 

зависимост от целта на конкретния експеримент. Инкубациите бяха извършвани в CO2-

инкубатор Thermo Scientific Heracell 150i при температура 37oС, 5% CO2 и 95% влажност 

на въздуха. Всички манипулации с клетки бяха осъществявани в стерилен ламинарен 

бокс Thermo Scientific клас II, а растежът на клетките беше проследяван под инвертен 

микроскоп (Leica, Germany). Културалната среда беше сменяна на 48 часа, като при 

достигане до определена плътност (80% - 90%) клетките бяха препосявани след 

трипсинизиране. Клетъчните култури бяха поддържани в продължение на 3-5 

последователни пасажа, като клетки от различни пасажи бяха замразявани в течен азот. 
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1.1.1. Трипсинизиране на клетки 

При пасажиране клетките бяха промивани със стерилен физиологичен разтвор, 

след което бяха третирани с 0,05% трипсин/0,02% EDTA в продължение на 3 - 4 минути 

на 37oС, на шейкър. Ензимното действие на трипсина беше блокирано с добавяне на 

DMEM/F12, съдържаща 10% (v/v) FBS, при съотношението трипсин : културална среда 

= 1 : 5. Клетките бяха отмивани от повъхността на съда за култивиране с помощта на 

пастьорова пипета, събирани в стерилна епруветка и центрофугирани на 300 x g за 10 

мин. Утаените клетки бяха ресуспендирани в подходящ обем среда за култивиране и бяха 

посявани в нужната концентрация. 

1.1.2.  Броене на клетки 

За броене на клетки бяха използвани хемоцитометър на Bürker и LUNA II 

Automated cell counter (Logos biosystems, South Korea). В камерата на Bürker сe 

изброяваха клетките в 25 малки квадрата (два диагонала от по 12 квадрата + един 

произволен квадрат), равняващи се на общ обем от 0.1 mm3. При изброяването на 

клетките беше спазвано правилото на Bürker: във всеки квадрат се изброяват клетките 

намиращи се вътре в квадрата и които докосват отвън или отвътре две сключващи 

помежду си ъгъл страни на квадрата. Камерата има височина 0.1 mm. Един малък 

квадрат в камерата има обем 1/250 μl. Броят клетки в 1 ml е равен на броя изброени 

клетки x коефициента на Bürker - 104. За определяне броя на клетките се взимаше средно 

аритметичната сума от две преброявания на клетки в камерата на Bürker. В случаите, в 

които се използваше LUNA II Automated cell counter, клетките се преброяваха според 

инструкциите на производителя.   
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Фигура 4. Репрезентативно броене на МСК на LUNA II Automated cell counter. 

1.1.3.  Замразяване на клетки 

При достигане на плътност над 90%, клетките бяха трипсинизирани, събирани в 

стерилна пластмасова епруветка (10 ml; SPL Life Sciences, Korea) и центрофугирани за 

10 мин. на 300 x g. Утаената фракция беше ресуспендирана в 2 ml DMEM/F12 + 10 % 

(v/v) FBS и броят на клетките беше определян с камера на Bürker. Преброените клетки 

бяха центрофугирани (300 x g, 10 мин.), след което утайката беше разтваряна в охладен 

фетален телешки серум, съдържащ 10% (v/v) диметилсулфоксид (DMSO) (Sigma-

Aldrich, USA). По 1 ml клетъчна суспензия беше пренасяна в криоепруветки (Greiner Bio-

One, Austria), които бяха оставяни последователно за 15 мин. на лед; 15 мин. на -20оС, а 

след това – на -80оС за 24 часа. За по-продължително време замразените клетки бяха 

съхранявани в парите на течен азот (-196oC). Друг метод за замразяване на клетки, който 

беше използван е чрез NALGENETM Freeezing Container (Sigma-Aldrich, USA) с 

изопропанол на стайна температура. Контейнерът за замразяване се прехвърля възможно 

най-бързо във фризер (-80°C), като изопропанолът в него осигурява скорост на 

охлаждане на криовиалките много близка до -1°C/минута.  Криовиалките се прехвърлят 

в контейнер с течен азот след 1 до 14 дни. 
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1.1.4. Размразяване на клетки  

В стерилна пластмасова 15 ml епруветка бяха поставяни 10 ml затоплена среда 

DMEM/F12 + 10 % (v/v) FBS. Криоепруветка със замразени клетки (МСК) беше 

пренасяна от контейнера с течен азот върху лед. С пастьорова пипета (Biologix, USA) 

беше взимана малко среда от епруветката и беше поставяна в криовиалката, съдържаща 

замразени клетки. Клетките бяха ресуспендирани, след което суспензията беше 

прехвърляна отново в епруветката. Процедурата беше повтаряна до изчерпване 

съдържанието на криовиалката. Работеше се бързо, поради наличието на DMSO в 

средата, в която са били замразени клетките, тъй като той е токсичен за тях при стайна 

температура. Епруветката беше центрофугирана за 10 мин. на 300 х g, след което средата 

беше отстранявана с пастьорова пипета и утаените клетки бяха ресуспендирани в 

необходимия обем свежа среда със серум с или без 10 ng/ml rHuFGF-b. Клетъчната 

суспензия беше посявана в шестямкова плака (Greiner Bio-One, Austria) и пренасяна в 

CO2-инкубатор при температура 37oС, 5% CO2 и 95% влажност на въздуха. 

1.1.5.  Определяне на клетъчна виталност 

Определянето на виталност на клетки се основава на способността на багрилото 

Trypan blue да преминава безпрепятствено през мембраните на мъртви клетки и да ги 

оцветява. По този начин живите клетки изглеждат светли, а мъртвите сини. Клетките 

бяха събирани и центрофугирани за 10 мин. на 300 х g, след което бяха промивани два 

пъти в PBS за отстраняване на феталния телешки серум от средата, чиито белтъци дават 

силна реакция с багрилото. Равни обеми (1:1) от клетъчната суспензия и 0.4% (w/v) 

разтвор на багрилото Trypan blue (Sigma-Aldrich, USA) бяха смесвани и инкубирани за 3 

мин. на стайна температура. Клетките бяха броени 5 мин. след инкубацията в камера на 

Bürker или LUNA II Automated cell counter. Жизнеността на клетките, изразена в 

проценти, беше изчислявана по формулата: 

V[%] = (C1/C2) x 100 

V е жизнеността на клетките, C1 е концентрацията на живите клетки (брой живи клетки 

на милилитър), C2 е концентрацията на всички клетки (общ брой клетки на милилитър). 

1.2.Имунофлуоресценция на МСК от пъпна връв за Vimentin 

Експресията на мезенхимния клетъчен маркер Vimentin беше детектирана 

посредством имунофлуоресценция. Култивираните МСК от пъпна връв (пасаж 3, над 80% 
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конфлуентност) бяха трипсинизирани, преброени, ресуспендирани в културална клетъчна 

среда DMEM/F12 + 10 % FBS и накрая посяти върху стерилни стъклени ламелки (3.25 cm2) 

в концентрация 0.5 х 104 клетки/cm2. Седемдесет и два часа по-късно прилепналите и 

достигнали оптимална плътност (50% – 60%) фибробластоподобни клетки бяха 

фиксирани с 4% разтвор на параформалдехид (pH=7.5) за 10 мин. и пермеабилизирани с 

0.1% разтвор на Triton X-100 (Merck, Germany) в PBS в продължение на 5 мин. на стайна 

температура. След трикратно промиване с PBS клетките бяха инкубирани за 2 часа при 

стайна температура във водна камера с Alexa Fluor® 488 Mouse Anti-Human Vimentin 

антитяло (BD Biosciences). Последва измиване 3 пъти с PBS и включване на клетките в 

Mowiol (Sigma-Aldrich, USA). Флуоресцентната реакцията беше наблюдавана на 

флуоресцентен микроскоп Leica (Germany). 

2. Третиране на мезенхимни стволови клетки с различни концентрации на 

IFNγ 

МСК от пъпна връв бяха третирани с различни концентрации рекомбинантен IFNγ 

(Roche, Switzerland): 100 IU/ml, 200 IU/ml и 500 IU/ml. Третираните клетки бяха 

култивирани в среда DMEM/F12+10% FBS и 1% пеницилин/стрептомицин/ 

амфотерицин B микс. Културалната среда беше сменяна на всеки 48-72 часа, при което 

беше добавян свеж IFNγ. Продължителността на третиране на клетките с IFNγ се 

определяше от типа на експеримента. 

В рамките на дисертационния труд с цел удобство и прегледност МСК третирани с 

IFNγ са обозначени като „МСКγ“, съответно МСК от пъпна връв третирани с IFNγ – 

„WJ-МСКγ“. 

3. Флоуцитометричен анализ на МСКg и контролната група нетретирани МСК 

по отношение на експресираните повърхностни маркерни белтъци 

МСК от пъпна връв на втори пасаж бяха препосяти в концентрация 1x105 клетки/cm2 

и култивирани в присъствие на  различна концентрация IFNγ (100 IU/ml, 200 IU/ml и 500 

IU/ml) за пет дни. Контролните клетъчни култури бяха култивирани в среда без IFNγ. 

Клетките бяха трипсинизирани (Trypsin 0.05%/EDTA 0.02%; 3 – 5 мин.; 37oC), преброени  

(хемоцитометър Bürker) и 1x106 клетки/проба бяха центрофугирани за 10 мин. на 300 x 

g. Клетките бяха измити с 300 μl миещ разтвор (CellWash solution, Becton Dickinson, 

USA) и маркирани с флуорохром-конюгирани антитела за 15 мин. на тъмно. След 

маркирането, клетките бяха измити отново и фиксирани с FIX solution (BD, USA). 
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Повърхностните клетъчни маркери на МСК от пъпна връв бяха анализирани с помощта 

на следните антитела: anti-CD45-FITC/CD34-PE, -CD73-PE, -CD90-FITC, -CD105-

PerCP/Cy5-5, -CD44-FITC, -CD29-PE, -CD146-PE, -HLA-I-FITC, -PD-L1-PE (всички от 

eBioscience, USA). Епруветките бяха вортексирани 2-3 пъти с резки кратки движения 

(клетките се смесват с антителата), след което бяха инкубирани за 15 минути на стайна 

температура, на тъмно. След края на инкубационния период клетките бяха вортексирани 

отново и ресуспендирани в х 2 ml CellWash solution/епруветка, след което бях 

центрофугирани 10 мин. на 300 x g. Супернатантите бяха отделени, а утаените клетки 

бяха фиксирани в х 0.5 ml Cell Fix/епруветка (Becton Dickinson, USA). Неспецифичната 

флуоресценция беше определяна с помощта на негативни контроли. Специфичното 

флуоресцентно белязане беше определяно на флоуцитометър FACSCalibur (BD, USA), 

като се използваше софтуеър BD CellQuest Pro (BD, USA). 

4. Изследване за клоногенен клетъчен растеж на първични култури от МСК, 

третирани с IFNγ и контролната група нетретирани МСК 

Тестът за клоногенност е класически подход за устанявяване на стволови или 

прогениторни клетки в дадена тъкан. Именно поради съчетанието на клоногенни 

свойства с характерна фибробластоподобна морфология, мезенхимхите стволови клетки 

се обозначават още и като фибробластни колония-формиращи единици (CFU-F). 

Тестовете за CFU-F са показателни за клетки с клоногенни свойства, а освен това, се 

приемат и като репрезентативни за по-бързо пролифериращите от тях в дадена култура, 

поради което са се наложили като стандартна in vitro процедура за идентифициране на 

клетки със стволови характеристики в мезенхимните тъкани. МСК от пъпна връв на 

втори пасаж бяха посяти в 25 cm2 PVC матраци в концентрация 20 клетки/cm2 и 

култивирани в DMEM/F12 +10% FBS + 1% пеницицил/стрептомицин/амфотерицин B 

микс и 100 IU/ml IFNγ. Свеж IFNγ беше добавян към клетъчните култури на всеки 48-72 

часа. Контролните клетки бяха поддържани в стандартна клетъчна среда без да се добява 

IFNγ. Клетките бяха култивирани при стандартни условия (37ºС,  5% CO2 и 95% 

влажност на въздуха). Ежедневно беше извършвано микроскопско наблюдение с 

помощта на инвертен микроскоп (Leica Microsystems), за да се проследи произхода на 

всеки клон от единична клетка.  
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4.1. Оцветяване на колонии  

След 14 дни формираните клетъчни колонии бяха третирани с фиксиращ/оцветяващ 

разтвор: 0.05 % Crystal violet solution, 1% формалдехид, 10% фосфатен буфер и 10% 

метанол за 20 мин. на стайна температура. Излишната боя беше отмита с дестилирана 

вода. Наличието на клетъчни колонии беше установено с помощта на инвертен 

светлинен микроскоп (Leica Microsystems) и фотографирано посредством цифрова 

фотокамера Canon Powershot G1X. Колониите бяха преброени с помощта на 

стереомикроскоп.  

При изчислението на клоногенна ефективност на третираните с IFNγ и контролните 

МСК от пъпна връв, бяха взети предвид само колонии състоящи се от минимум 50 

клетки. Колониите бяха преброени (3 повторения) и беше изчислена клоногенна 

ефективност по следната формула: 

ЕК[%] = броя на преброените колонии / броя на посятите клетки х 100 

5. Пролиферативен тест на първични култури от МСК, третирани с IFNγ и 

контролната група нетретирани МСК 

Методът на AlamarBlue® (AB) (Bio-Rad Laboratories) измерва индиректно 

клетъчната концентрация и дава линейни резултати с високи специфичност и 

чувствителност. AlamarBlue® методът беше използван за да се определи клетъчната 

виталност и пролиферативна скорост. МСК от пъпна връв бяха трипсинизирани (Trypsin 

0.05%/EDTA 0.02%; 3 – 5 мин.; 37oC) и препосяти в 96-ямкова плака в концентрация 500 

клетки/ямка, в четири повторения. Клетките бяха третирани с 100 IU/ml IFNγ по време 

на целия експеримент, докато контролните култури бяха поддържани в стандартна 

среда. Клетъчната пролиферация беше измервана всеки ден в рамките на седем-дневен 

период, като се използва AlamarBlue® (Bio-Rad Laboratories), според инструкциите на 

производителя. Накратко, МСК от пъпна връв бяха инкубирани за 4 часа на 37°C, 5% 

CO2 и 95% влажност на въздуха с 1/10 обема на AB  в културалната среда. След края на 

инкубационния период, флуоресценцията беше измервана при дължини на вълната 544 

nm (абсорбция) and 590 nm (емисия) на FLUOstar OPTIMA microplate reader (BMG 

Labtech). Скоростта на клетъчната пролиферация и времето за удвояване на клетъчната 

популация (population doubling time, PDT) за всеки експеримент бяха изчислени с 

помощта на стандартна крива, построена чрез измерване на флуоресценцията на 

AlamarBlue® (AB) на контролни нетретирани клетки посяти в известни концентрации.  

Времето за удвояване на клетъчната популация беше изчислено със следната формула:  
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PDT = (t – t0) x log2/log (C – C0), 

където t-t0  е времето за култивиранe (часове); C е крайната клетъчна концентрация; и C0 
е началната клетъчна концентрация. 

6. Определяне на процент апоптични клетки в култури от МСК, третирани с 

IFNγ и контролната група нетретирани МСК 

FITC Анексин V се използва за количествено определяне на процента клетки в 

популацията, които са активно подложени на апоптоза. Той се основава на свойството 

на клетките да губят мембранна асиметрия в ранните фази на апоптоза. В апоптотичните 

клетки мембранният фосфолипид фосфатидилсерин (PS) се премества от вътрешната 

страна на плазмената мембрана към външната, като по този начин PS се излага на 

повърхността. Анексин V е калций-зависим фосфолипид-свързващ протеин, който има 

висок афинитет към PS и се използва за идентифициране на апоптотични клетки с 

повърхностен PS. Пропидиевият йодид (PI) е стандартно използван за разграничаване 

на живи от нежизнеспособни клетки. Живите клетки с непокътнати мембрани не 

пропускат PI, докато мембраните на мъртвите и увредените клетки са пропускливи за 

PI. Клетки, които се оцветяват положително за FITC Анексин V и отрицателни за PI, са 

в процес на апоптоза. Клетките, които се оцветяват положително както за FITC Анексин 

V, така и за PI, са или в краен стадий на апоптоза или са подложени на некроза, или вече 

са мъртви. Клетките, които са негативни както за FITC Анексин V, така и за PI, са живи 

и не се намират в етап на апоптоза, която може да се отчете. 

МСК от пъпна връв на втори пасаж бяха посяти в концентрация 1x105 клетки/cm2 и 

култивирани в DMEM/F12 + 10% FBS + 1% пеницицил/стрептомицин/амфотерицин B 

микс в присъствие или отсътвие на 100 IU/ml IFNγ в продължение на осем дни. Клетките 

бяха трипсинизирани и събирани на ден едно, четири и осем и процентът клетки в ранна 

(FITC Annexin V положителни и пропидиев йодид (PI) отрицателни) и късна апоптоза 

(FITC Annexin V и PI положителни) беше определян като се изполваше FITC Annexin V 

Apoptosis Detection Kit I (BD, USA), според инструкциите на производителя.  

® Клетъчните утайки бяха ресуспендирани в 2 ml Cell Wash и центрофугирани на 

300 х g за 10 мин.  

® Промиване със студен Cell Wash (4-8°C) последвано от центрофугиране на 300 х 

g за 5 мин.  

® Приготвяне на работен разтвор на Binding buffer (10Х stock разтвор): за 2 

епруветки се приготвя 1 ml: 100 µl 10 Х Binding buffer + 900 µl дестилирана вода. 
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® Клетките се ресуспендираха в 100 µl 1 Х Binding buffer (проба и контрола от 

съответния ден).  

® Накапване по 5 μl Annexin V (FITC) и 5 μl PI във всяка епруветка.  

® Внимателно се вортексира и епруветките се инкубират за 15 мин. на стайна 

температура, на тъмно. 

® Към всяка епруветка се добавят по 400 µl 1 Х Binding buffer. 

® Пробите се анализират в рамките на един час на флоуцитометър FACSCalibur, 

като се изполваше BD CellQuest Pro софтуер (Фигура 5). 

 
Фигура 5. Фенотипно определяне на процент WJ-МСК и WJ-МСКg в ранна и късна 

апоптоза. Първоначално беше гейтирано върху облак МСК (ляв панел) въз основа на 

физичните характеристики на клетките, след което беше определен процентът на 

Annexin V-FITC и PI положителни клетки (десен панел). Клетките на етап ранна 

апоптоза са положителни за Аnnexin V-FITC и отрицателни за PI (долен десен 

квадрант), а тези в стадий на късна апоптоза са двойноположителни (горен десен 

квадрант). 

7. Цитогенетично изследване на клетки третирани с IFNγ и контролната група 

нетретирани МСК от пъпна връв  

Ефектът на възпалителния цитокин IFNγ върху кариотипа на МСК от пъпна връв 

беше изследван върху клетки на първи или втори пасаж. Клетките бяха посяти в 

концентрация 1x105 клетки/cm2 и култивирани в стандартна среда обогатена с 100 IU/ml 

IFNγ за 10-14 дни. Клетките бяха събирани при достигане на ~70% конфлуентност. 

Контролните клетъчни култури бяха поддържани в DMEM/F12 + 10% FBS + 1% 

пеницицил/стрептомицин/амфотерицин B микс. Клетките бяха инкубирани с разтвор на 
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демеколцин, 10 μg/ml в HBSS (Sigma-Aldrich, USA) за ~3.5 часа на 37°C, 5% CO2 и 95% 

влажност на въздуха, за да се блокира образуването на микротубули. Точното време за 

инкубиране с колцемид се определяше чрез регулярно наблюдение под инвертен 

микроскоп – ако се виждаха множество окръглени двойни клетки, клетките бяха 

трипсинизирани с 0.05% Трипсин/0.02% EDTA и събирани за последваща обработка.  

Събраните клетки се центрофугираха (400 x g за 10 мин.) и ресуспендираха в затоплен 

разтвор на 0.075M KCl за 10 мин. на 37°C, след което бяха отново центрофугирани на 

400 x g за 10 мин. Супернатантите бяха изхвърлени и утайките бяха ресуспендирани в 

ледено-студен фиксиращ разтвор (метанол/оцетна киселина в съотношение 3:1), който 

се добавя бавно и на капки при едновременно вортексиране, инкубирани за 15 минути 

на стайна температура и цетрофугирани за 10 мин. на 400 x g. Пробите бяха промивани 

с фискиращ разтвор по описания начин най-малко три пъти преди да бъдат накапани 

върху предметни стъкла. Получената утайка се ресуспендираше в 800 µl фиксиращ 

разтвор и се съхранява на -20 oС. От получената суспензия се накапва, от височина ~30 

см, х70 µl върху обезмаслени и изстудени предметни стъкла. Получените препарати се 

оставят да изсъхнат и „остареят“ за няколко дни на стайна температура.  

Кариотипът се анализира чрез G-banding (Giemsa banding) техника. Приготвените 

предварително предметни стъкла се инкубират в инкубатор при температура 37oС за два 

часа непосредствено преди оцветяването им. За да се получат ясни ивици се използва 

следния метод на оцветяване: 1) Готовите стъкла се потапят в 0.05 % Trypsin (стайна 

температура) за 30 сек.; 2) Промиват се за кратко с изстуден буфериран с фосфат 

физиологичен разтвор; 3) Потапят се в студен разтвор на Giemsa (1:7) за 90 сек., при 

което се получават Giemsa (GTG) ивици; 4) Промиват се с дестилирана вода и се оставят 

да изсъхнат на стайна температура. Ефективността на оцветяването се проследява чрез 

микроскоп и времената за трипсинизиране и оцветяване се коригират, ако е необходимо.  

За всяка проба се анализират минимум 11 метафазни пластинки. Установената 

хромозомна аберация се смята за значима, ако се среща в поне две от анализираните 

метафази. Хромозомните аберации се дефинират и изписват според International System 

for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN, 2013). 

8. Остегенна диференциация на третирани с IFNγ МСК, индуцирана чрез 

специфични химични средства и контролната група нетретирани МСК 

За индуциране на остеогенна диференциация, достигналите над 80% конфлуентност 

МСК от пъпна връв на втори пасаж бяха препосяти в 24-ямкови плаки (2 cm2, SPL Life 
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Sciences, Korea ) в концентрация 5 x 104 клетки/cm2 и култивирани в клетъчна среда 

DMEM/F12 в присъствие на 10% фетален телешки серум и следните специфични 

диференциращи фактори: 

 dexamethasone (Sigma-Aldrich) 100 nM 

ascorbic acid-2-phosphate (Sigma-Aldrich) 0.2 mM 

β-glycerophosphate (Sigma-Aldrich) 10 mM 

  Свежа остеогенна културална среда  и 100 IU/ml IFNγ бяха добавяни на всеки 48-

72 часа в продължение на 3 седмици (21 дни). Паралелно, контролни клетки бяха 

култивирани единствено в остеогенна културална среда (положителна контрола)  или 

само в DMEM/F12 + 10% FCS (отрицателна контрола).  В края на стимулационния 

период, степента на остеогенна диференциация беше определена: 

• с прилагане на колориметричен метод за количествено отчитане на алкално-

фосфатазна активност 

• чрез специфично хистологично оцветяване за доказване отлагането на Са2+ в 

екстрацелуларния матрикс 

8.1. Доказване на алкално-фосфатазна активност  

Третираните с остеогенни фактори клетки с или без IFNγ, както и 

недиференцираните контролни клетки бяха промити с PBS, след което във всяка 

експериментална ямка бяха добавени по 150 μl алкално-фосфатазен буфер (0.05 M 

Na2CO3; 0.5 mM MgCl2; pH = 9.5), съдържащ 0.1% (v/v) Triton X-100 (Merck, Germany). 

Плаката беше замразена на -80оС (5 мин.) и веднага след това размразена. Тази процедура 

беше извършена три пъти. В ямките с вече лизираните клетки бяха прибавени по 150 μl 

от разтвора на алкално-фосфатазния субстрат 4-p-nitrophenylphosphate (3.5 mM в 

алкално-фосфатазен буфер) и получената цветна реакция беше отчетена 

спектрофотометрично на micro-ELISA reader (Dynatech AG, USA) при дължина на 

вълната 405 nm. 

8.2. Оцветяване по von Kossa 

Остеогенно диференцираните клетки бяха промити еднократно с дестилирана вода, 

след което бяха третирани с 1% (w/v) разтвор на сребърен нитрат (AgNO3; Sigma-Aldrich, 

USA) при облъчване с ултравиолетова светлина (λ = 366 nm; трансилюминатор Camag 

Reprostar 3, Switzerland) в продължение на 60 мин. При интензивно осветяване/UV 
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облъчване на калциев карбонат или калциев фосфат в присъствие на AgNO3, сребърните 

катиони се свързват с карбонатните/фосфатните аниони, при което формиралите се соли 

(Ag2CO3 или Ag3PO4) се оцветяват в черно. За отстраняване на остатъчното количество 

AgNO3, клетките бяха промити с дестилирана вода. Наличието на Ca2+ минерални 

отлагания с характерно черно оцветяване беше детектирано на инвертен светлинен 

микроскоп (Leica, Germany). 

8.3. Оцветяване с ализарин ред 

Диференцираните и контролните клетки бяха промити еднократно с PBS, след което 

бяха фиксирани с 10% (v/v) неутрален формалин (Merck, Germany) за 30 минути на 

стайна температура. Клетките бяха промити еднократно с дестилирана вода и оцветени 

с 2% разтвор на Alizarin red S (Sigma-Aldrich, USA) за 40 минути. За успешното 

оцветяване е важно разтворът на багрилото да е с pH 4.1 – 4.3 (коригира се с  0.1% 

NH4OH), след което разтворът се филтрува и съхранява на тъмно за не повече от месец. 

След края на оцветяването ямките бяха промити трикратно с дестилирана вода. При 

наличие на  Ca2+ минерални отлагания се наблюдава ярко червено оцветяване. При липса 

на калциеви отлагания оцветяването е бледо жълто. Наличието на цветна реакция беше 

установено както макроскопски, така и с помощта на инвертен светлинен микроскоп 

(Leica, Germany). 

9.  Адипогенна диференциация на третирани с IFNγ МСК, индуцирана чрез 

специфични химични средства и контролната група нетретирани МСК 

Клетъчни култури от МСК от пъпна връв (пасаж 2), достигнали над 80% 

конфлуентност, бяха трипсинизирани, препосяти в 24-ямкови плаки в концентрация 5 x 

104 клетки/cm2 и култивирани в специфична индуцираща адипогенна среда, DMEM/F12 

в присъствие на 10% фетален телешки серум и следните специфични диференциращи 

фактори: 

 dexamethasone (Sigma-Aldrich) 1 μM 

 bovine insulin (Sigma-Aldrich) 5 μg/ml 

 3-isobutyl-1-methyl-xanthine (IBMX) (Sigma-Aldrich) 0.25 mM 

 indomethacin (Sigma-Aldrich) 60 μM 

  Средата индуцираща адипогенна диференциация с или без 100 IU/ml IFNγ беше 

сменяна на всеки 3 дни. На 21-ия ден след началото на експеримента, формирането на 
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вакуоли с неутрални липиди в стимулираните клетки беше установено чрез оцветяване 

с багрило Oil Red O (Sigma-Aldrich, USA). Едновременно с експерименталните култури, 

нестимулирани контролни клетки бяха поддържани единствено в хранителна среда 

DMEM/F12 + 10% FВS без наличие на диференциращи фактори. 

9.1.  Оцветяване с Oil Red O 

Първоначално клетките бяха промити с PBS, след което бяха фиксирани с 10% (v/v) 

неутрален формалинов разтвор (Merck, Germany) в продължение на 30 мин. на стайна 

температура. Фиксираните клетки бяха промити еднократно с дестилирана вода и 

оцветени с прясно приготвен 0.6% (w/v) разтвор на Oil red O (3 части 1% разтвор на Oil 

Red O в изопропанол се смесват с 2 части дестилирана вода) за един час на стайна 

температура. Излишното багрило беше отстранено чрез промиване с дестилирана вода. 

Наличието на оцветяване беше наблюдавано под инвертен светлинен микроскоп (Leica, 

Germany). 

10. Изолиране на човешки мононуклеарни клетки от периферна кръв (PBMC) 

 За изолиране на човешки мононуклеарни клетки от периферна кръв бяха 

използвани епруветки Greiner Bio-One™ LeucoSEP™ Polypropylene Tubes (Greiner Bio-

One, Austria), които са разработени за оптимално отделяне на лимфоцити и периферни 

мононуклеарни клетки от човешка пълна кръв и костен мозък. Полипропиленовите 

епруветки Greiner Bio One™ LeucoSep™ разполагат с прозрачна, пореста, биологично 

инертна HDPE (полипропилен с висока плътност) мембрана за ефективно отделяне на 

PBMC (плътност 1.077 g/ml) (Фигура 6). По данни на производителя очакваните 

резултати след сепарирането са: 

¨ Жизнеспособни клетки в %: 95 ± 5; 

¨ Лимфоцити в % от първоначалния брой: 60 ± 20; 

¨ Състав на обогатената клетъчна фракция: 95 ± 5 % мононуклеарни клетки, 

5±5 % гранулоцити, <1 % еритроцити; 

¨ Състав на лимфоцитна фракция: 83 ± 3% Т клетки, 6 ± 3% В клетки, 11 ± 2% 

NK клетки; 

® Преди работа с LeucosepTM tubes, епруветките се центрофугират за 1 мин. на 400 

x g, за да се съберат капките сепарираща среда по стените на епруветките.  

® Епруветките с периферна кръв се разклащат няколко пъти и кръвта (между 3 и 5  

EDTA епруветки ) се прехвърля в епруветка LeucosepTM tube (една епруветка на 
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проба). 

®  Центрофугира се 20 мин. на 1000 x g, след което внимателно се отделя плазмата 

(горният слой) до ~1см от лимфоцитния слой (интерфаза).  

 

Фигура 6. Схематично представяне на метода за изолиране на човешки мононуклеарни 
клетки от периферна кръв. 

 

® Фракцията с PBMC се събира в нова стерилна 50 ml епруветка. Към събраната 

суспензия от PBMC се добавя стерилен PBS (pH 7.2-7.4) до 50 ml.  

® Центрофугира се 10 мин. на 350 x g.  

® Клетъчната утайка се ресуспендира в 1 ml среда за клетъчно култивиране: RPMI-

1640 + 10% FBS + антибиотик/антимикотик + 10 mM L-glutamine. 

® Отделят се 10 μl клетъчна суспензия за броене. 

® Броене на клетките: към 10 μl клетъчна суспензия се добавят 490 μl PBS (50х 

разреждане). Отделят се 10 μl от разредената клетъчна суспензия, към които се 

добавят 10 μl 0.4% Тrypan blue (2х разреждане). Брои се на камера на Bűrker в две 

повторения, като крайното разреждане, което се взима предвид при изчисленията 

е 100х. 

11. Флоуцитометричен анализ на PBMC ко-култивирани с МСК в присъствие 

на IFNγ и контролната група нетретирани МСК  

МСК от пъпна връв на първи пасаж бяха трипсинизирани и препосяти в 

концентрация 6x104 клетки/ямка (6-ямкова плака) и култивирани в среда DMEM/F12 в 

присъствие на 10% фетален телешки серум и 100 IU/ml IFNγ в рамките на 4-5 дни, като 
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свеж IFNγ беше добавян на всеки 48 часа. Към тях бяха добавяни 2х106 клетки/ямка 

PBMC. Отделно бяха посявани само PBMC (2х106 клетки/ямка) и култивирани в среда 

DMEM/F12 + 10% FBS с или без 100 IU/ml IFNγ. След 48 часа PBMC от всяка ямка бяха 

събирани и центрофугирани за 10 мин. на 300 x g. Клетките бяха ресуспендирани в 300 

μl миещ разтвор (CellWash solution, Becton Dickinson, USA) и маркирани с флуорохром-

конюгирани антитела за 15 мин. на тъмно (Фигура 7).  

 

Фигура 7. Маркиране с флуорохром-конюгирани антитела на PBMC ко-култивирани с 

МСК в присъствие на IFNγ. 

След маркирането, клетките бяха измити отново и фиксирани с Cell Fix (BD, 

USA). Повърхностните клетъчни маркери на PBMC бяха анализирани с помощта на 

следните антитела: FITC Mouse Anti-Human-CD3, APC Anti-human CD152 (CTLA4), 

Anti-Human APC CD273 (PD1) и PE Anti-Human KIR3DL2 (158k) (всички от BD 

Bioscience, USA). Епруветките бяха вортексирани 2-3 пъти с резки кратки движения 

(клетките се смесват с антителата), след което бяха инкубирани за 15 минути на стайна 

температура, на тъмно. След края на инкубационния период клетките бяха вортексирани 

отново и ресуспендирани в х 2 ml CellWash solution/епруветка, след което бях 

центрофугирани 10 мин. на 300 x g. Супернатантите бяха отделени, а утаените клетки 
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бяха фиксирани в х 200 μl Cell Fix/епруветка (400 μl във всяка контрола) (Becton 

Dickinson, USA). Специфичното флуоресцентно белязане беше определяно на 

флоуцитометър FACSCalibur (BD, USA), като се използваше софтуеър BD CellQuest Pro 

(BD, USA). 

12. Получаване на кондиционирана среда от мезенхимни стволови клетки 

  Кондиционирани среди бяха необходими за изследване на съдържащите се в тях 

цитокини.  

 
Фигура 8. Получаване на кондиционирани среди от МСК. 

 

  По време на експерименталната работа бяха събирани културални среди от 

следните типове проби (Фигура 8): 

• МСК достигнали конфлуентност над 80% (6-ямкова плака), култивирани в среда 

DMEM/F12+10% FBS+antibiotic/antimycotic за 48 часа (Контрола); 

• МСК достигнали конфлуентност над 80% (6-ямкова плака), култивирани в среда 

DMEM/F12+10% FBS+antibiotic/antimycotic +100 IU/ml IFNg за 48 часа (МСКg); 

• PBMC (2x106 клетки в ямка/6-ямкова плака) култивирани в среда 

DMEM/F12+10% FBS+antibiotic/antimycotic за 48 часа (PBMC); 

• МСК (6x104 клетки в ямка/6-ямкова плака) + PBMC (2x106) култивирани в среда 

DMEM/F12 + 10% FBS + antibiotic/antimycotic за 48 часа (МСК+PBMC); 

• МСК (6x104 клетки в ямка/6-ямкова плака) + PBMC (2x106) култивирани в среда 

DMEM/F12 + 10% FBS + antibiotic/antimycotic +100 IU/ml IFNg  за 48 часа 
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(МСК+PBMC+IFNg); 

 

  Културалните среди бяха събирани и аликвотирани на порции по 1 ml, за да се 

избегне многократно замразяване-размразяване, след което съхранявани на -80ºC.  

13. Изследване на кондиционирани среди за наличието на IL-10, TGFβ и IDO 

            За определяне на  концентрацията на секретираните в културалните среди IL-10, 

TGFβ и IDO, беше използван ензим-свързан имуносорбентен тест (ELISA). През периода 

на третиране на WJ-МСК с IFNγ, кондиционирата среда от всяка ямка (3ml/ямка) беше 

събирана на всеки 72 часа и замразявана на -80ºС. Паралелно със събирането на 

конциционирана среда от третираните с IFNγ WJ-МСК, беше събирана и среда от 

контролни клетъчни линии, култивирани в стандартна среда.  

13.1. Изследване на кондиционирани среди за наличието на IL-10 

 Наличието на IL-10 в събраните културални среди беше количествено 

определено с помощта на търговски ELISA кит Human IL-10 ELISA Kit cat. № 

950.060.096 (Diaclone), като бяха следвани инструкциите на производителя.  

Þ Принцип на метода 

 Използваният кит е от тип твърдофазови „сандвич” ELISA за in vitro 

количествено определяне на цитокини в биологични проби. Първо антитяло, силно 

специфично за IL-10, е натоварено върху ямките на микротитърна плака. IL-10 в проби 

и известни стандарти се свързва с първото антитяло в плаката. По време на следващия 

инкубационен период настъпва свързването на биотинилираното анти-IL-10 второ 

антитяло. След това излишното несвързано второ антитяло се отстранява. Разтворът на 

HRP (horse-radish peroxidase) със стрептавидин, който се свързва с биотина, се добавя 

към всяка ямка, включително нулевите (контролни) ямки, след инкубиране излишният 

конюгат се отстранява чрез внимателно промиване. Субстратът (тетраметилбензидин, 

TMB) се добавя към ямките, което води до прогресивно развитие на синьо оцветен 

комплекс с конюгата. След това развитието на цветната реакция се спира чрез добавяне 

на киселина (H2SO4), превръщайки получения краен продукт в жълто. Интензитетът на 

получения оцветен комплекс е право пропорционален на концентрацията на IL-10, 

присъстващ в пробите и стандартите. Спектрофотометрично се измерва абсорбцията на 

цветния комплекс и генерираните стойности на OD за всеки стандарт се нанасят спрямо 

очакваната концентрация, образувайки стандартна крива. Тази стандартна крива може 
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да се използва за точно определяне на концентрацията на IL-10 във всяка изследвана 

проба. 

 Отчитането на получената цветна реакция беше направено 

спектрофотометрично на FLUOstar OPTIMA microplate reader (BMG Labtech) при 

дължина на вълната 450 nm. За построяване на стандартна права и за изчисляване на 

неизвестните концентрации на IL-10 беше използвана компютърна програма 

CurveExpert Basic (v1.4, Hyams Development). 

Þ Събиране, обработка и съхранение на проби 

 При работа със супернатанти на клетъчни култури е важно да се отстранят 

частиците и агрегатите чрез центрофугиране на ~1000 x g за 10 минути. Ако не се 

анализират веднага, пробите трябва да бъдат разделени на аликвоти (250-500 μl), за да се 

избегнат повтарящи се цикли на замразяване-размразяване и да се съхраняват замразени 

при –70°C. Препоръчително е да не се размразяват чрез нагряване при 37°C или 56°C, а 

на стайна температура, докато пробите са напълно размразени и хомогенни.  

Þ Изпълнение на метода 

® Приготвяне на стандарт: лиофилизираният стандарт беше разтворен в 1 ml 

Standard Diluent според указанията на производителя. Бяха приговени двукратни 

падащи разреждания в Standard Diluent (от 12.5 pg/ml до 400 pg/ml) в две 

повторения (100 µl/ямка). 

® Накапване на проби, стандарт и контроли (Standard Diluent Buffer 1x): 100 µl/ямка, 

в две повторения.  

® Плаката се покрива и инкубира на стайна температура (18 до 25°C) за 1 час. 

® Миене с миещ буфер (3 х 5 мин.), 300 µl/ямка. 

® Инкубиране с биотинилирано свързващо анти-IL-10 второ антитяло (разредено в  

Biotinylated Antibody Diluent непосредсвено преди работа)- 50 µl/ямка, за една час 

на стайна температура. 

® Миене с миещ буфер (3 х 5 мин.), 300 µl/ямка. 

® Инкубиране със Streptavidin-HRP (разреден в Streptavidin-HRP Diluent 

непосредствено преди работа) за 30 мин. на стайна температура (100 µl/ямка). 

® Миене с миещ буфер (3 х 5 мин.), 300 µl/ямка. 

® Инкубиране със субстрат: тетраметилбензидин (Tetramethylbenzidine, TMB), по 

100 µl/ямка, след което плаката се инкубира за 10-15 мин. на стайна температура, 

на тъмно. 
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® Спиране на реакцията:  100 µl/ямка от Stop Reagent (H2SO4). 

 

Þ Анализ на получените данни 

 Изчисляват се средните стойности на абсорбция за всеки набор от повторения на 

стандарти, контроли и проби. В идеалния случай повторенията трябва да са в рамките на 

20% от средната стойност. Концентрацията на използвания стандарт, разтворен в 1 ml 

Standard Diluent Buffer 1x е 114 +/- 29 pg/ml. Построява се стандартна крива, средната 

абсорбция на всеки стандарт е по вертикалната ос спрямо съответната стандартна 

концентрация на IL-10 по хоризонталната ос. Количеството IL-10 във всяка проба се 

определя чрез екстраполиране на стойностите на OD спрямо стандартните концентрации 

на IL-10, като се използва стандартната крива. 

Þ Ограничения на анализа 

¨ Стандартната крива не трябва да се екстраполира извън максималната точка, 

зависимостта е нелинейна в този регион и е трудно да се постигне точност на 

резултата. Концентрираните проби над максималната стандартна концентрация 

трябва да бъдат разредени с буфер, за да се получи стойност на OD в рамките на 

стандартната крива. След анализ на такива проби винаги се умножават резултатите 

по необходимия коефициент на разреждане, за да се получи действителната крайна 

концентрация. 

¨ Влиянието на различните лекарства върху крайните резултати не е изследвано.  

¨ Бактериално или гъбично замърсяване биха могли да доведат до нереални резултати. 

¨ Неправилното или недостатъчно измиване на всеки етап от процедурата може да 

доведе до фалшиво положителни или фалшиво отрицателни резултати.  

¨ Както при повечето биологични анализи, условията могат да варират при всеки 

анализ, следователно трябва да се изготвя нова стандартна крива за всеки анализ. 

Þ Чувствителност и специфичност на метода 

  Чувствителността или минималната откриваема концентрация на IL-10, 

използвайки този кит (Diaclone Human IL-10 ELISA), е 4.9 pg/ml. Анализът е специфичен 

както за естествен, така и рекомбинантен човешки IL-10. Не е наблюдавана кръстосана 

реактивност за нито един от тествани протеини: IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, IL-13, 

IL-17A, IFNg и TNFα. 
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13.2. Изследване на кондиционирани среди за наличието на TGFβ1 

 Наличието на TGFβ1 в събраната културална среда беше количествено 

определено с помощта на търговски ELISA кит Human TGF-β1 ELISA Kit cat. № 

650.010.096 (Diaclone), като бяха следвани инструкциите на производителя. 

Þ Принцип на метода 

 Използвана е „сандвич“ ELISA, при която първото антитяло, силно специфично 

за TGFb е натоварено върху ямките на микротитърната плака. През първия етап се 

осъществява свързването на TGFb1 в проби и известни стандарти със свързващото 

антитяло. По време на следващия инкубационен период се осъществява свързването на 

конюгирано с биотин анти-TGFb1 детектиращо антитяло. След това разтворът на 

стрептавидин-HRP (Horseradish peroxidase) се добавя към всяка ямка, включително 

контролните ямки, след инкубиране излишният конюгат се отстранява чрез внимателно 

промиване. Добавя се субстрат тетраметилбензидин (Tetramethylbenzidine, TMB) към 

ямките, което води до прогресивно развитие на синьо оцветен комплекс. Реакцията се 

спира чрез добавяне на киселина (Stop Solution), превръщайки получения краен продукт 

в жълто оцветен разтвор. Интензитетът на получения оцветен комплекс е право 

пропорционален на концентрацията на TGFb1, присъстващ в пробите и стандартите. 

Измерва се абсорбцията на цветния комплекс и генерираните стойности на OD за всеки 

стандарт се нанасят спрямо очакваната концентрация, образувайки стандартна крива. 

Отчитането на получената цветна реакция беше направено спектрофотометрично на 

FLUOstar OPTIMA microplate reader (BMG Labtech) при дължина на вълната 450 nm.  

Стандартната крива да се използва за точно определяне на концентрацията на TGFb1 

във всяка тествана проба. За построяване на стандартна крива и за изчисляване на 

неизвестните концентрации на TGFb1 беше използвана компютърна програма 

CurveExpert Basic (v1.4, Hyams Development).  

Þ Събиране, обработка и съхранение на проби 

 При работа със супернатанти на клетъчни култури е важно да се отстранят 

частиците и агрегатите чрез центрофугиране на ~1000 x g за 10 минути. Ако не се 

анализират веднага, пробите трябва да бъдат разделени на аликвоти (250-500 μl), за да се 

избегнат повтарящи се цикли на замразяване-размразяване и да се съхраняват замразени 

при –70°C. Препоръчително е да не се размразяват чрез нагряване при 37°C или 56°C, а 

на стайна температура, докато пробите са напълно размразени и хомогенни.  

Þ Изпълнение на метода 
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® Миене с миещ буфер (3 х 5 мин.), 300 µl/ямка. 

® Приготвяне на пробите: пробите са пре-третирани с 20 μl/проба 1N HCI, 

миксирани и инкубирани за 1 час на стайна температура. След края на 

инкубационния период киселината се неутрализира с 20 μl/проба 1N NaOH и се 

вортексира. 

® Приготвяне на стандарт: лиофилизираният стандарт беше разтворен в 1 ml 

дестилирана вода според указанията на производителя. Бяха приговени 

двукратни падащи разреждания в Assay Buffer (от 2000 pg/ml до 62.5 pg/ml) в две 

повторения (100 µl/ямка). 

® Накапване на проби (в две повторения): 60µl Assay Buffer + 40 µl пре-третирана 

проба 

® Плаката се покрива и инкубира на стайна температура (18 до 25°C) за 2 часa, на 

клатачка (400 rpm). 

® Миене с миещ разтвор (3 х 5 мин.), 300 µl/ямка. 

® Инкубиране с биотинилирано свързващо анти-TGFb1 второ антитяло (разредено 

в Assay Buffer, 1:100, непосредсвено преди работа)- 100 µl/ямка, за една час на 

стайна температура, на клатачка (400 rpm). 

® Миене с миещ буфер (3 х 5 мин.), 300 µl/ямка. 

® Инкубиране със Streptavidin-HRP (100 µl/ямка) - разреден в Assay Buffer, 1:100, 

непосредствено преди работа,1 час. на стайна температура, на  клатачка (400 rpm). 

® Миене с миещ буфер (3 х 5 мин.), 300 µl/ямка. 

® Инкубиране със субстрат (Substrate Solution): по 100 µl/ямка, след което плаката 

беше инкубирана за 30 мин. на стайна температура, на тъмно. 

® Спиране на реакцията:  100 µl/ямка от Stop Solution. 

 

Þ Анализ на получените данни 

 Изчисляват се средните стойности на абсорбция за всеки набор от повторения на 

стандарти, контроли и проби. В идеалния случай повторенията трябва да са в рамките на 

20% от средната стойност. Концентрацията на използвания стандарт, разтворен в 1 ml 

дестилирана вода е 4000 pg/ml. Серийните разреждания на стандарта осигуряват 

концентрация в диапазон от 2000 до 62.5 pg/ml. Построява се линейна стандартна права, 

като количеството TGFb1 във всяка проба се определя чрез екстраполиране на 

стойностите на OD спрямо стандартните концентрации на TGFb1, като се използва 
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построената стандартната права. 

Þ Ограничения на анализа 

 Ограниченията на анализа са аналогични с описаните в т. 2.11.1. 

Þ Чувствителност и специфичност на метода 

  Границата на откриване за човешки TGFb1, определена като концентрацията на 

антигена, водеща до абсорбция, значително по-висока от тази на средата за разреждане 

(средна стойност плюс 2 стандартни отклонения), е определена от производителя на 8.6 

pg/ml (средно от 6 независими анализа).  

  Анализът детектира както естествен, така и рекомбинантен човешки TGFb1. 

Кръстосаната реактивност с TGFb2, TGFb3, TNFb, IL-8, IL-6, IL-2, TNFa, IL-1b, IL-4, 

IFNg, IL12p70, IL -5 и IL-10 са оценени чрез добавяне им във физиологично значими 

концентрации в серума. Не е открита кръстосана реактивност. 

13.3. Изследване на кондиционирани среди за наличието на IDO 

 Наличието на IDO в събраната културална среда беше количествено определено 

с помощта на търговски ELISA кит DuoSet® ELISA DEVELOPMENT SYSTEM Human 

Indoleamine 2,3-dioxygenase/IDO, Cat. № DY6030-05 (R&D Systems), като бяха следвани 

инструкциите на производителя. Използвана е „сандвич“ ELISA, при която първото 

антитяло, силно специфично за IDO се натоварва върху ямките на микротитърната 

плака. Отчитането на получената цветна реакция беше направено спектрофотометрично 

на FLUOstar OPTIMA microplate reader (BMG Labtech) при дължина на вълната 450 nm.  

За построяване на стандартна крива и за изчисляване на неизвестните концентрации на 

IDO беше използвана компютърна програма CurveExpert Basic (v1.4, Hyams 

Development).  

Þ Изпълнение на метода 

® Capture Antibody се разрежда до работната концентрация в PBS. Накапват се по  

100 μL на ямка в 96-ямкова микроплака. Плаката се покрива и инкубира за една 

нощ на стайна температура. 

® Миене с миещ буфер (3 х 5 мин.), 400 µl/ямка.  

® Блокиране на плаката с 300 μL/ямка Reagent Diluent  за минимум 1 час на стайна 

температура.  

® Миене с миещ буфер (3 х 5 мин.), 400 µl/ямка.  

® Накапват се по 100 μL проба/стандарт разредени в Reagent Diluent. Плаката се 



 91 

залепва с фолио и инкубира за 2 часа на стайна температура. 

® Миене с миещ буфер (3 х 5 мин.), 400 µl/ямка.  

® Добавят се по 100 μL/ямка Detection antibody, разредено в Reagent Diluent. 

Плаката се покрива с фолио и инкубира за 2 часа на стайна температура. 

® Миене с миещ буфер (3 х 5 мин.), 400 µl/ямка.  

® Добавят се по 100 μL от приготвения разтвор на Streptavidin-HRP към всяка ямка. 

Плаката се покрива и инкубира за 20 минути на стайна температура, като се 

избягва излагането на светлина.  

® Миене с миещ буфер (3 х 5 мин.), 400 µl/ямка.  

® Добавят се по 100 μL Substrate Solution към всяка ямка. Инкубира се 20 минути на 

стайна температура, като се избягва излагането на светлина.  

® Накапват се по 50 μL Stop Solution към всяка ямка. Плаката се разклаща 

внимателно, за да се постигне пълно смесване. 

® Определя се оптичната плътност на всяка ямка, като се използва ELISA reader и 

дължината на вълната 450 nm. 

 

Þ Анализ на получените данни 

 Изчисляват се средните стойности на абсорбция за всеки набор от повторения на 

стандарти, контроли и проби. Препоръчва се построяването на стандартна крива от 

седем точки, използваща двукратни серийни разреждания. Концентрацията на 

използвания стандарт, разтворен в 0.5 ml Reagent Diluent е 60 ng/ml. Серийните 

разреждания на стандарта осигуряват концентрация в диапазон от 30 до 0.469 ng/ml. 

Построява се стандартна крива, като количеството IDO във всяка проба се определя чрез 

екстраполиране на стойностите на OD спрямо стандартните концентрации на IDO, като 

се използва построената стандартната крива. 

14. Статистическа обработка и интерпретация на получените резултати 

Статистическата обработка на данните е направена с програмата SigmaPlot (v12.5, 

Systat Software, Inc.). Резултатите са представени като средна аритметична стойност ± 

стандартно отклонение (SD). В зависимост от конкретните случаи са приложени 

следните статистически методи за свързани извадки: чифтен тест на Student (Student’s 

paired t-test); еднофакторен дисперсионен анализ (one-way repeated-measures ANOVA); 

непараметричен тест на Wilcoxon (Wilcoxon signed-rank test). При всички тестове е 
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прието ниво на статистическа значимост p ≤ 0.05. Регресионните анализи са извършени 

с помощта на програмата CurveExpert Basic (v1.4, Hyams Development). 
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РЕЗУЛТАТИ	
 

1. Изолиране и култивиране на МСК от пъпна връв 

        Човешки МСК бяха изолирани от проби пъпна връв (n=35) взети от здрави донори 

след оперативно или нормално родоразширение (гестационна седмица 37-42), след 

подписване на информирано съгласие, съобразно нормите на Етичния комитет на 

САГБАЛ „Д-р Щерев”, София и  Приложение 1-А към Договор за вземане, изследване и 

съхраняване на мезенхимни стволови клетки от тъкан от пъпна връв на Тъканна Банка 

БулГен.  Пробите бяха пренесени в лабораторията и обработени в  рамките на същия 

ден. WJ-МСК бяха изолирани по утвърдени в специализираната литература методики, 

основаващи се на свойство им спонтанно да прилепват върху твърда поливинилхлоридна 

(polyvinyl-chloride) повърхност. Обобщени данни за обработените тъканни проби от 

пъпна връв, успеваемостта на изолиране, както и средният клетъчен добив са отразени в 

Tаблица 4. 

 

Таблица 4. Обобщени данни за обработените тъканни проби от пъпна връв. 

Възраст 
на 

донорите 

Количество 
обработени 

проби 

Количество 
успешно 

обработени 

проби 

Успеваемост 
[%] 

Среден клетъчен 

добив 

 

27 – 45 г. 35 35 100% 3 x 106 клетки/ проба  

 

След култивиране при описаните в Материали и Методи условия за 12-24 часа 

изолираните клетки спонтанно прилепнаха върху PVC плаки. Между втори и осми ден 

след началното посяване на изолираните МСК, в първичните култури ясно се 

наблюдаваха прилепнали фибробластоподобни клетки. В началото беше наблюдаванa 

появата на първите единични прилепнали фибробластоподобни клетки с вретеновидна 

форма и сравнително малки размери, дифузно разпръснати измежду множество 

неадхерирали клетъчни типове. Между 7 и 12 ден клетките формираха плътен 

конфлуентен слой съставен изключително от удължени вретеновидни 

фибробластоподобни клетки (Фигура 9). Интензивната клетъчна пролиферация и 

хомогенността на културите се запазваха в продължение на 5 - 7 последователни пасажа. 

Изследването на WJ-МСК беше допълнено чрез имунофлуоресценция за Vimentin 
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(интермедиерен филамент при мезенхимни клетки). Отчетена беше силна позитивна 

реакция с характерно цитоскелетно оцветяване, в съответствие с вътреклетъчната му 

локализация (Фигура 9F). 

 

   

   

   

Фигура 9. Светлинно-микроскопски снимки, представящи морфологията и степента на 

конфлуентност на МСК от пъпна връв на различни етапи от развитието на 

първичната клетъчна култура. (A) На ден 1 прилепналите клетки притежават 

фибробластоподобна морфология. (B) Ден 3 от началното посяване на МСК.  (С) 

Клетките образуват плътен монослой между 7 и 10 ден (увеличение x50). (D) Фазово-

контрастна микроскопска снимка на МСК (увеличение x400). (Е) Фазово-контрастна 

микроскопска снимка на МСК (увеличение x100). (F) Имунофлуоресценция на МСК за 

Vimentin (увеличение x400). 
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Следователно нашите резултати показаха, че успешно усвоените и оптимизирани от 

нас работни протоколи („Материали и методи”) ни позволиха да постигнем ефективни 

процедури за получаване на първични клетъчни култури от WJ-МСК.  

2. Третиране на МСК с различни концентрации на IFNγ 

        За да се определи подходяща концентрация на IFNγ за третирането на клетките в 

последващите експерименти, клетките бяха посяти в концентрация 1х105 клетки/ямка в 

6-ямкови PVC плаки и третирани със следните концетрации IFNγ: 100 IU/ml, 200 IU/ml 

и 500 IU/ml за 5-7 дни (W. K. Chan et al., 2008; Prasanna et al., 2010). Свеж IFNγ се 

добавяше на всеки 48 часа. Флоуцитометричният анализ не отчете значими разлики в 

експресията на характерните за MCK маркери и свързаните с процеса на имуносупресия 

между трите варианта на третиране с IFNγ (Фигура 10). Не се наблюдаваха и разлики в 

растежа и морфологията на клетките между трите използвани концентрации (Фигура 

11). Представените данни са средни стойности ± стандартни отклонения от три 

независими експеримента.  
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Фигура 10.  Флоуцитометричен анализ (%- процент позитивно маркирани клетки, MFI- 

среден интензитет на флуоресценция) на МСК от пъпна връв третирани с различни 

концентрации на IFNγ – 100 IU/ml, 200 IU/ml и 500 IU/ml (*р<0.05, **р<0.01). 

 

 

 
Фигура 11. Морфология на МСК от пъпна връв третирани с различни концентрации на 

IFNγ – 100 IU/ml, 200 IU/ml и 500 IU/ml. 

 

          Резултатите от проведеното сравнително проучване не разкриха разлика в 

морфологията на клетките и експресията на нито един от посочените маркери при 

третираните с три различни концентрации на IFNγ клетки. Следователно, за 

последващите експерименти беше избрано клетките да се третират с 100 IU/ml IFNγ. 
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3. Фенотипизиране на МСК от пъпна връв третирани с IFNγ (FACS анализ) 

Култивираните МСК от пъпна връв от всички изследвани линии (n = 8) силно 

експресираха маркерните молекули характерни за МСК (представени като средна 

аритметична стойност ± SD от процента позитивни клетки): CD29 (99.6 ± 0.05), CD44 

(71.5 ± 10.14), CD73 (99.0 ± 0.99), CD90 (99.6 ± 0.32) и CD105 (93.5 ± 2.60) (Фигури 12 и 

13A), и бяха негативни по отношение на хематопоетичните маркери CD45 (0.44 ± 0.34) 

и CD34 (0.63 ± 0.33) (Фигури 12 и 13B). Нетретираните контролни МСК също бяха 

позитивни за HLA-I (93.52 ± 2.60) и programmed death ligand 1 (PD-L1, 89.53 ± 3.41) 

(Фигури 12 и 14). След третирането на клетките с провъзпалителния цитокин IFNγ в 

продължение на пет дни, не се установи статистически значима разлика (p = ns) в 

процента позитивни клетки по отношение на  следните маркери: CD29 (99.5 ± 0.20), 

CD44 (63.0 ± 15.16), CD73 (98.9 ± 0.80), CD90 (99.6 ± 0.25), CD105 (81.7 ± 21.77), CD45 

(0.49 ± 0.42), CD34 (0.61 ± 0.59), HLA-I (99.47 ± 0.32) (Фигура 13).  Значително се 

увеличи процентът клетки, които експресират PD-L1 (99.7 ± 0.14) (p<0.01) (Фигура 

14А). Средната интензивност на флуоресценция (median fluorescence intensity, MFI) 

също беше анализирана и беше установено, че третираните с  IFNγ МСК притежават 

значително по-високи нива на MFI за следните маркери: HLA-I (980.43 ± 556.64) и PD-

L1 (598.04 ± 416.90) в сравнение с MFI на нетретираните клетки за същите маркери  – 

HLA-I (144.97 ± 78.5) и PD-L1 (122.05 ± 103.83) (p < 0.05) (Фигура 14В). 
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Фигура 12. Репрезентативно имунофенотипизиране на мезенхимни стволови клетки 

култивирани в присъствие на IFNγ чрез FACS анализ (¾  автофлуоресцентна контрола; 

¾ контролни нетретирани клетки; ¾ МСК + IFNγ).  

 

 

 
Фигура 13. Фенотипизиране на МСК от пъпна връв на втори пасаж култивирани в 

присъствие на IFNγ. (A) МСК (n = 8) бяха позитивни за повърхностната експресия на 

CD44, CD73, CD90, CD29 и CD105, и (B) отрицателни за CD45 и CD34.  
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Фигура 14. Фенотипизиране на МСК от пъпна връв на втори пасаж култивирани в 

присъствие на IFNγ. (А) Процент позитивно маркирани клетки за HLA-I и PD-L1 (**p 

< 0.01). (B) Средните аритметични стойности на флуоресцентния интензитет (MFI) 

за HLA-I и PD-L1 на третирани и контролни МСК (*p < 0.05). Резултатите са 

представени като средни аритметични стойности ± SD. 

 

Нашите резултати не разкриха експресия на нито един от посочените хемопоетични 

маркери, с което беше потвърдена високата степен на чистота на клетъчната култура и 

изключена възможността за контаминиращо присъствие на клетки, принадлежащи към 

хемопоетичния ред (Фигури 12 и 13В). По отношение на характерния за МСК фенотипен 

комплекс от маркери CD73, CD90, CD29, CD105 и CD44, положителна реакция беше 

отчетена при анализираните клетки (Фигури 12 и 13А), с което беше потвърдена 

съответно тяхната идентичност. Провъзпалителният цитокин IFNγ не промени 

експресията на хемопоетичните и характерните за МСК маркери, но повиши 

експресията на PD-L1 (процент клетки и MFI) и HLA-I (MFI) (Фигури 12, 13 и 14).  

4. Морфология на третираните с IFNγ МСК от пъпна връв 

След добавянето на IFNγ бяха наблюдавани промени в клетъчната морфология и 

начина на растеж на клетките. Третираните клетки образуваха плътни колонии с 

неправилна форма и структури подобни на мрежа (Фигура 15D, E, F), докато 

контролните клетки запазиха фибробластната си морфология и равномерно 

разпределение върху съда за клетъчно култивиране (Фигура 15А, B, C). 
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Фигура 15. Морфология на МСК третирани с IFNγ.  

(A) Контролни МСК (увеличение, 50x). (B) Контролни клетки оцветени с Crystal violet 

(увеличение, 50x). (С) Контролни клетки оцветени с Crystal violet (увеличение, 100x).  (D) 

Kлетки третирани с  IFNγ на ден 5 (увеличение, 50x). (E) МСКγ на ден 5 оцветени с 

Crystal (увеличение, 50x). (F)  МСКγ на ден 5 оцветени с Crystal (увеличение, 100x). 

Клетките култивирани в присъствие на IFNγ стават по-окръглени, формирайки 

компактни колонни с неправилна форма.  

 

Следователно нашите резултати показаха, че IFNγ води до промяна в морфологията 

и начина на растеж на култивираните в присъствие на провъзпалителния цитокин WJ-

МСК. 
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5. Клоногенна ефективност на МСК от пъпна връв третирани с IFNγ  

 Отличителна черта на мезенхимните стволови клетки с определящо значение за 

функционалния им потенциал, e способността на единични клетки да образуват колонии 

в процеса на тяхното in vitro възпроизвеждане. Прекурсорните клетки с клоногенни 

свойства се означават още като фибробластни колонио-формиращи единици (CFU-F) и 

обикновено относителният им дял [%] корелира с прогениторния капацитет на 

популацията МСК. 

След като клетките бяха посяти в ниски концентрации, култивирани в 

продължение на две седмици и оцветени с Crystal violet, формираните колонии бяха 

макроскопски ясно видими (Фигура 16А). Резултатите от шестте експеримента показаха, 

че съществува ясна тенденция – третираните с  IFNγ клетки притежават по-голям 

потенциал за клоногенен растеж спрямо контролните клетки (Фигура 16В). Резултатите 

от теста за клогоногенна ефективност показаха, че когато образуваните колонии (над 50 

клетки) бяха преброени за всяка линия и представени като средни стойности ± SD, 

контролните клетки образуват значително по-малко колонии спрямо третираните с IFNγ 

клетки (10.2 ± 8.0 срещу 26.0 ± 12.2, респективно; p < 0.05) (Фигура 16С). 
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 Фигура 16. Клоногенен растеж на контролни и третирани с IFNγ МСК от пъпна връв. 

(А) Репрезентативен експеримент за определяне на броя CFU-F колонии образувани от 

контролни и третирани с IFNγ клетки, оцветени с Crystal violet след култивиране в 

продължение на 14 дни in vitro. (В) Сравнение на клоногенната ефективност между 

контролни и третирани с IFNγ клетки за всяка клетъчна линия. (С) Средни стойности 

± SD на CFU-F образуваните колонии (*p < 0.05). 

 

Резултатите показаха, че IFNγ засилва клоногенната ефективност на WJ-МСК, като 

характерна особеност на колониите може да се посочи неправилната форма и наличието 

на плътен контакт между съставляващите ги клетки. 

 



 105 

6. Растежна крива и генерационно време на клетъчните култури третирани с 

IFNγ 

Една от основните характеристики на мезенхимните стволови клетки, показателна за 

недиференцирания им статус, е високата им in vitro пролиферативна активност. За 

оценка и съпоставка на пролифеативния потенциал на контролни и третирани с IFNγ 

МСК, беше приложен колориметричен тест (Alamar Blue assay), посредством който беше 

проследена динамиката на растеж на културите и определено времето на популационно 

удвояване. Стандартните криви, отразяващи зависимостта „брой клетки – абсорбция” 

(Фигура 17А), бяха построени на база спектрофотометричните показатели, отчетени за 

серия контролни култури, всяка от които е съставена от точно определен и 

предварително известен брой клетки. 

С използване на компютърната програма CurveExpert 1.34 бяха изведени 

необходимите математически уравнения (Фигура 17B), чрез които на всеки 24 часа в 

продължение на 8 дни беше отчитано количеството клетки в експерименталните култури 

от WJ-МСК. Събраните данни послужиха за построяване на съответните графики на 

растежни криви и за определяне кинетичните параметри на клетъчния растеж. 

 

 

Фигура 17. (А) Репрезентативна стандартна крива за зависимостта на процента 

редукция от броя на МСК. (B) – Функция за определяне количеството на МСК в 

експерименталните култури  
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Времето за популационно удвояване (population doubling time, PDT) на десет 

различни клетъчни линии беше изчислено и се установи, че МСК култивирани в 

присъствие на IFNγ удвояват популацията си за по-кратко време спрямо контролните 

култури (50.345 ± 9.155 срещу 61.135 ± 21.110, респективно; p < 0.01) (Фигура 18). Както 

е показано на репрезентативната растежна крива (Фигура 19), клетките влизат в log 

фазата на културален растеж много бързо и растат експоненциално до ~78 h, когато 

достигат до плато, като клетките култивирани в присъствие на IFNγ достигат до по-

високи крайни концентрации.  

 

Фигура 18. Време за популационно удвояване (PDT) на контролни и култивирани в 

присъствие на IFNγ МСК, изчислено като се използва Alamar Blue assay (**p < 0.01).  

 

Фигура 19. Динамика на пролиферацията на МСК от пъпна връв третирани с 

възпалителния цитокин IFNγ. Репрезентативна растежна крива. 
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Следователно нашите резултати показаха, че времето за популационно удвояване на 

WJ-МСК култивирани в присъствие на IFNγ е по-кратко спрямо контролните клетки. 

7. Тест за клетъчна апоптоза  

Процентът апоптични клетки беше проследяван в продължение на осем дни (n = 8). 

Процентът клетки в ранна апоптоза (FITC Annexin V позитивни и PI негативни), късна 

апоптоза (FITC Annexin V позитивни и PI позитивни), и общият процент на клетки в 

апоптоза бяха измервани на три етапа. Контролните клетки бяха поддържани само в 

стандартна среда за клетъчно култивиране без IFNγ. Беше установено, че на осмия ден 

процентът клетки, които са третирани с IFNγ в ранна  (9.418 ± 5.847) и късна апоптоза 

(20.052 ± 7.702) е по-голям в сравнение с процентът клетки в ранна (4.782 ± 2.951) и 

късна апоптоза (10.926 ± 4.565) при контролните клетки, култивирани само в среда (p < 

0.05) (Фигура 20A). Същият резултат беше получен и по отношение на общия процент 

апоптични клетки. На ден осем сумарният процент клетки в апоптоза  (Annexin V+/ 

Annexin V+ и PI+) култивирани в присъствие на IFNγ беше по-висок спрямо 

нетретираните клетки (29.470 ± 6.59 спрямо 15.708 ± 6.190, респективно; p < 0.01) 

(Фигура 20A). Не беше открита статистически значима разлика между контролните и 

третираните с IFNγ клетки на 24-ия и 96-ия час от стартирането на експеримента. 
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Фигура 20. Annexin V/PI флоуцитометричен анализ на процента МСК от пъпна връв 

третирани с IFNγ намиращи се в ранна и късна апоптоза, както и общия процент 

апоптични клетки. (A) Процент позитивно маркирани клетки измерен на три различни 

етапа. Резултатите са представени като среди аритметични стойности ± SD от 8 

независими експеримента; (*p < 0.05; **p < 0.01). (B) Репрезентативни 

флоуцитометрични панели. 
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 Следователно нашите резултати показаха, че под действието на IFNγ на осмия ден 

от третирането с провъзпалителния цитокин, процентът МСК от пъпна връв, при които 

настъпва апоптоза се повишава значително. 

8. Цитогенетично изследване на клетки третирани с IFNγ и контролната група 

нетретирани МСК 

За да се изследва дали третирането на клетките с IFNγ повлиява стабилността на 

клетъчния кариотип, от контролни и третирани с IFNγ WJ-МСК бяха получени 

метафазни препарати. Обобщение на получените резултати е представено в Таблица 5. 

Бяха анализирани общо 67 метафази от контролни клетъчни култури и 56 от третирани 

с  IFNγ МСК. Всички кариотипи бяха изписани като нормални (Фигура 21). Установихме 

само една метафаза с липсваща хромозома 22 при третираните с IFNγ клетки (кариотип: 

45, XX, -22), която най-вероятно се дължи на лабораторните процедури по култивиране 

на клетките и получаване на метафазите и не е с достатъчна честота, за да се определи 

като клонална аберация според International System for Human Cytogenetic Nomenclature 

(ISCN, 2013).  

 

Таблица 5. Резултати от цитогенетични изследвания на МСК от пъпна връв 

анализирани след култивиране в присъствие или отсъствие на провъзпалителния 

цитокин IFNγ. 
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Фигура 21. Репрезентативни микроскопски снимки на метафази получени от 

контролни и третирани с IFNγ клетъчни култури от WJ-МСК (увеличение x1000). 

Следователно нашите резултати показаха, че WJ-МСК запазват своята хромозомна 

стабилност в присъствие на IFNγ. 

9. Остеогенна диференциация 

Известно е, че остеогенно-диференцираните in vitro мезенхимни стволови клетки се 

отличават с някои характерни свойства, сред които отлагане на Ca2+ кристали в 

екстрацелуларния матрикс и повишена алкално-фосфатазна активност. Определена 

беше степента на остеогенна диференциация на изследваните МСК чрез специфично 

оцветяване за Ca2+ кристали и количествено определяне на алкално-фосфатазната 

активност. 

     След инкубиране на МСК с разтвор на AgNO3 (оцветяване по von Kossa), при 

третираните в продължение на три седмици с диференциращи агенти МСК беше 

наблюдавано под инвертен микроскоп характерно черно оцветяване (Фигура 20Е), което 

е показател за наситеното присъствие на Са3РО4 в екстрацелуларния матрикс. След 

фиксиране на клетките и оцветяване с багрило ализарин ред беше наблюдавано ярко 

червено оцветяване, с което беше потвърден успешно индуцирания процес на 

остеогенеза при изследваните клетки (Фигура 22B). При контролните култури от МСК 

(Фигура 22A и D), поддържани в среда без диференциращи фактори, не бяха 
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детектирани минерални Ca2+ и при двата типа оцветяване. Клетките култивирани в 

присъствие на IFNγ не се диференцираха in vitro и не се установи специфично 

оцветяване на Ca2+ кристали с Alizarin red и Von Kossa (Фигура  22C и F). Този резултат 

се потвърди и от данните за алкално-фосфатазната активност – при клетките третирани 

с IFNγ се установиха 19.9- пъти по-ниски нива на активността на алкалната фосфатаза 

(0.161 ± 0.06) спрямо активността при клетки третирани само с фактори за остеогенна 

диференциация (позитивна контрола) (3.209 ± 1.44) (p < 0.05). Измерените стойности 

при третираните с IFNγ клетки бяха близки до тези на клетките култивирани само в 

стандартна среда (0.314 ± 0.18) (Фигура 23). 
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Фигура 22. Ефект на IFNγ върху способността за остеогенна диференциация на МСК 

от пъпна връв in vitro. (A-F) Остеогенната диференциация беше потвърдена чрез 

специфични оцветявания - Alizarin red (A-C, A – контролни МСК, нетретирани с 

остеогенни фактори, B –успешно диференцирани клетки, C – клетки третирани с 

фактори за остеогенна диференциация и IFNγ); Von Kossa (D-F, D – контролни МСК, 

нетретирани с остеогенни фактори, E – успешно диференцирани клетки, F - клетки 

третирани с фактори за остеогенна диференциация и IFNγ) 
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Фигура 23. Ефект на IFNγ върху способността за остеогенна диференциация на МСК 

от пъпна връв in vitro. Количествено измерване на алкално-фосфатазната активност 

(резултатите представят средни аритметични стойности ± SD от 8 независими 

експеримента; *p < 0.05). 

 

Получените резултати показват, че в присъствие на IFNγ МСК от пъпна връв губят 

способността си да се диференцират остеогенно.  

10. Адипогенна диференциация 

  МСК от пъпна връв бяха диференцирани адипогенно в продължение на 21 дни. 

При наличие на адипогенна диференциация в цитозола на клетките се формираха богати 

на неутрални липиди (триглицериди) вакуоли, обагрящи се в червено след хистологично 

оцветяване с багрилото Oil red O. Между ден 14 и ден 21 от култивирането в среда с 

индуциращи агенти,  клетките показваха признаци за адипогенна диференциация, 

доказатество за което беше детекцията на ярко оцветени в червено агрегати от 

цитоплазмени липидни вакуоли (позитивна контрола) (Фигура 24B и Е).  При 

недиференцираните контролни клетки, култивирани паралелно в среда без индуциращи 

фактори не се наблюдаваха липидни вакуоли и не беше установено оцветяване (Фигура 

24А и D). Клетките третирани с IFNγ и фактори за адипогенна диференциация не се 

диференцираха и не се установи характерното ярко червено оцветяване на липидни 

вакуоли (Фигура 24C и F), като след хистологичното оцветяване препаратите 
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изглеждаха по аналогичен на недиференцираните клетки (отрицателните контроли) 

начин.  

 

 
 

Фигура 24. Ефект на IFNγ върху способността за адипогенна диференциация на МСК 

от пъпна връв in vitro. (A-F) Оцветяване с Oil red O на натрупаните в клетките липидни 

вакуоли (A и D – контролни недиференцирани клетки, B и Е – позитивна контрола на 

диференциация, C и F – клетки третирани с IFNγ и адипогенни фактори);A, B и С-  

увеличение x 100, D, E и F- увеличение x 400. 
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Нашите резултати показват, че под действието на IFNγ МСК от пъпна връв губят 

потенциала си за адипогенна диференциация.  

11. Изследване на кондиционираните среди от човешки мезенхмни стволови 

клетки третирани с IFNγ и контролната група нетретирани МСК за 

наличието на IL-10, TGFβ1 и IDO 

         Концентрацията на секретираните от третирани с IFNγ мезенхимните стволови 

клетки IL-10, TGFβ1 и IDO беше определена чрез индиректен ензим-свързан 

имуносорбентен тест (ELISA) в кондиционирани среди (48 часа). Концентрацията на 

изброените цитокини се измерваше и в средата от контролните ямки, в които клетките 

бяха култивирани само в хранителна среда.  

         За точното определяне на концентрациите на изследваните цитокини, се построиха 

линейни стандартни криви (Фигура 25А и Фигура 26А), като по вертикалната ос се 

нанесе средната абсорбция на всеки стандарт спрямо съответната стандартна 

концентрация на IL-10/TGFβ по хоризонталната ос. С използване на компютърната 

програма CurveExpert 1.34 бяха изведени необходимите математически уравнения 

(Фигура 25B и Фигура 26В), чрез които се определи количеството IL-10 и TGFβ във всяка 

проба чрез екстраполиране на стойностите на OD спрямо стандартните концентрации на 

IL-10 и TGFβ. Поради липса на информативна стойност и невъзможност за 

интерпретация, суровите данни за IDO не са обработени и представени. 

         Резултатите за IL-10 и TGFβ1 са представени като средни аритметични стойности 

± SD от измерванията на 8 неразредени проби, всяка в две повторения. Данните са 

представени като рg/ml. Резултатите показаха, че под влиянието на IFNγ, секрецията на 

IL-10 от МСК намалява (12.808 ± 6.317 спрямо 9.414 ± 5.121, респективно; p<0.05) 

(Фигура 27). Обратно, при третираните с IFNγ МСК от пъпна връв се наблюдаваше 

тенденция за увеличаване на секрецията на TGFβ1 спрямо контролните култури, въпреки 

че резултатите нямаха статистическа значимост (135.729 ± 172.582 срещу 504.060 ± 

434.329, репективно; p = ns) (Фигура 27).  
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Фигура 25. (А) Стандартна крива  на IL-10. (В) Функция за определяне количеството 

на IL-10 в изследваните проби.  

 

 
Фигура 26. (А) Стандартна крива  на TGFβ1. (В) Функция за определяне количеството 

на TGFβ1 в изследваните проби.  
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Фигура 27. Секреция на IL-10 и TGFβ1 от МСК, култивирани в присъствие на IFNγ (* p 

< 0.05). 

 

         Следователно нашите резултати показаха, че под влиянието на IFNγ, секрецията на 

IL-10 от WJ-МСК намалява, докато тази на  TGFβ1 има тенденция да се увеличава.  

 

12. Определяне на маркери върху Т лимфоцити под влиянието на IFNγ  

Влиянието на мезенхимни стволови клетки от пъпна връв, третирани с IFNg, върху 

повърхностната експресия на T лимфоцити беше изследвано в култури от човешки 

периферни мононуклеарни клетки (PBMC). В първия етап на опитната постановка 

изолираните МСК на първи пасаж бяха посявани и „праймирани“ с 100 IU/ml IFNγ в 

рамките на 4-5 дни, като свеж IFNγ беше добавян на всеки 48 часа. Паралелно бяха 

култивирани контролни МСК в стандартна среда. В следващия етап към МСКγ бяха 

добавяни 2х106 клетки/ямка PBMC. Отделно бяха посявани само PBMC (2х106 

клетки/ямка) и култивирани в среда DMEM/F12 + 10% FBS с или без 100 IU/ml IFNγ 

(Фигура 28). PBMC бяха ко-култивирани с МСКγ за 48 часа, след което експресията на 

CD152 (CTLA4), CD273 (PD1) и KIR3DL2 (158k) от Т лимфоцити беше анализирана чрез 

флоуцитометричен анализ, като клетките бяха гейтирани по експресията си на CD3. 

Резултатите показаха, че под влиянието на МСК (култивирани в стандартна среда) 

средната интензивност на флуоресценция (median fluorescence intensity, MFI) на CTLA-

4 намалява (192.714 ± 35.631) спрямо култивираните само в среда PBMC (211.286 ± 

42.106, p<0.05). Когато PBMC се ко-култивират с „праймирани“ МСК (МСКγ), 



 118 

интензивността на експресия на CTLA-4 отново се покачва (209.571 ± 31.68, p<0.05). Не 

се установиха статистически значими разлики в процента експресиращи CTLA-4  

изследвани клетки: PBMC (46.4 ± 14.5), PBMC + МСК (45.1 ± 12.8), PBMC + МСКγ (48.7 

± 17), p=ns. По отношение на клетките експресиращи 158k, не се установиха 

статистически значими разлики както за процента експресиращи клетки, така и за 

интензитета на експресия (p=ns). Процентът Т лимфоцити експресиращи PD1 не се 

промени значимо след ко-култивирането им с МСК и МСКg (p=ns). Въпреки това, при 

ко-култивиране на PBMC с МСК интензитетът на експресия (MFI) се намали значимо 

(250.0 ± 141.563 спрямо 229.125 ± 113.843, респективно, p<0.05) (Фигура 29 и Таблица 

6).  
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Фигура 28. (А и B) Репрезентативни микроскопски снимки на PBMC култивирани само 

в среда.  (C и D) PBMC + МСК. (E и F) PBMC + МСКg. Снимки А, C и E са с увеличение 

50х; снимки B, D и F са с увеличение 100х. 

Таблица 6. Данни от FACS анализа на PBMC ко-култивирани с МСК/МСКg, представени 

като средни аритметични стойности ± SD от измерванията. 

 CTLA-4 (CD152) 158k (KIR3DL2) PD1 (CD273) 

% MFI % MFI % MFI 

PBMC 46.4 ± 14.5 211.286 ± 42.106 2.521 ±  1.08 240.5 ± 123.27 25.1 ± 18.2 250.0 ± 141.563 

PBMC + МСК 45.1 ± 12.8 192.714 ± 35.631 3.226 ± 1.693 213.5 ± 86.396 24.5 ± 14.2 229.125 ± 113.843 

PBMC + МСКγ 48.7 ± 17 209.571 ± 31.68 2.438 ± 1.327 219.25 ± 77.212 21.2 ± 13.9 232.25 ± 94.725 
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Фигура 29. FACS анализ на PBMC ко-култивирани с МСК/МСКg. Данните са 

представени като средни аритметични стойности ± SD (*p<0.05). 
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 Нашите резултати показаха, че когато PBMC се ко-култивират с WJ-МСК, 

интензитетът на експресирания от Т лимфоцитите CTLA-4 значително намалява, докато 

третираните с IFNg WJ-МСК засилват обратно нивото на експресия на CTLA-4. 

Получените от нас данни сочат, че експресията на PD-1 от Т лимфоцитите намалява под 

действието на МСК, независимо дали са „праймирани“ с IFNg или не. По отношение на 

158k, не установихме статистически значими разлики между данните получени от 

различните експериментални постановки.  

13. Изследване на кондиционираните среди от човешки PBMC ко-култивирани 

с МСК третирани с IFNγ за наличието на IL-10, TGFβ1 и IDO 

       Концентрацията на IL-10, TGFβ1 и IDO в кондиционирани среди (48 часа) получени 

след ко-култивиране на PBMC с „праймирани“ МСК, беше определена чрез индиректен 

ензим-свързан имуносорбентен тест (ELISA) Концентрацията на цитокините се 

измерваше и в средата от контролните ямки, в които клетките бяха култивирани само в 

хранителна среда. Поради липса на информативна стойност и невъзможност за 

интерпретация, суровите данни за IDO не са обработени и представени. 

      Резултатите за IL-10 и TGFβ1 са представени като средна стойност от измерванията 

на 10 неразредени проби, всяка в две повторения. Когато PBMC се ко-култивират с 

контролни МСК (нетретирани с IFNg) секрецията на IL-10 се повишава значително 

(**p<0.01). Ако се използват МСКg концентрацията на IL-10 намалява (**p<0.01), но 

остава значително по-висока спрямо измерената при PBMC (**p<0.01). Аналогична е 

тенденцията по отношение на TGFb1, макар че резултатите нямаха статистическа 

значимост (p=ns) (Фигура 30 и Таблица 7). 

 

Таблица 7. Данни за концентрациите на IL-10 и TGFb измерени в кондиционирани среди 

от PBMC ко-култивирани с МСК/МСКg, представени като средни аритметични 

стойности (pg/ml)  ± SD. 

 PBMC PBMC + МСК PBMC + МСКγ 

IL-10 3.719 ± 2.549 20.913 ± 5.462 15.125 ± 1.709 

TGFb1 572.513 ± 425.092 1352 ± 1672.393 1111.901 ± 588.61 
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Фигура 30. Графично представени данни за концентрациите на IL-10 и TGFb1 измерени 

в кондиционирани среди от PBMC ко-култивирани с МСК/МСКg, представени като 

средни аритметични стойности (pg/ml) ± SD (**p<0.01). 

 

Следователно нашите резултати показаха, че концентрацията на IL-10 се 

увеличава когато PBMC се ко-култивират с WJ-МСК. Когато се използват МСК от пъпна 

връв третирани с IFNγ се отчита намаляване на IL-10, но стойностите се запазват 

значително по-високи отколкото в кондиционирани среди само от PBMC. По отношение 

на TGFb1 се наблюдава аналогична тенденция, но без статистическа значимост на 

резултатите.  
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ОБСЪЖДАНЕ	
  

 Смята се, че мезенхимните стволови клетки изпълняват своите 

имуносупресивни функции в микросредата, където се намират. Възпалителните 

фактори, освободени по време на имунен отговор, отключват имуносупресивния 

потенциал на МСК. Няколко проучвания показват, че праймирането с възпалителни 

цитокини е от съществено значение за медиираната от МСК имуносупресия. 

Провъзпалителният цитокин интерферон-γ е най-обстойно изследваният фактор за 

праймиране на МСК. Международното дружество за клетъчна терапия (ISCT) го 

препоръчва като стандартен метод за първична оценка на имуносупресивния капацитет 

на МСК in vitro. IFNγ е мощен провъзпалителен цитокин, продуциран от множество 

типове клетки, включително активирани Т клетки, NK клетки, NKT клетки и макрофаги 

и играе съществена и сложна роля както във вродения, така и в адаптивния имунен 

отговор.  

 Всяко тъканно увреждане е придружено от процес на възпаление, което е 

последвано от активиране на имунни клетки, не само макрофаги и неутрофили, но и 

клетки на адаптивния имунен отговор, включително CD4+ Т клетки, CD8+ Т клетки и В 

лимфоцити, които са привлечени от фактори, секретирани от апоптотичните и 

некротичните клетки и разрушената микроваскулация. Междувременно фагоцитните 

клетки произвеждат възпалителни фактори като IFNγ, TNFα, IL-1β, свободни радикали, 

хемокини и левкотриени. В резултат на протичащите възпалителни процеси, МСК се 

мобилизират към мястото на възпаление. МСК потискат активирането на Т-клетките, 

индуцират Т-клетъчна негативна сигнализация, изместват Т-клетъчния фенотип от про-

възпалителен Th1 към Th2, взаимодействат с антиген-представящи клетки и регулират 

Т регулаторните клетки. МСК не са спонтанно имуносупресивни. За имуносупресия 

медиирана от МСК е необходимо излагането им на възпалителни цитокини (като IFNγ, 

TNFα и IL-1) (Meisel et al., 2004). 

 IFNγ е цитокин, който се произвежда главно от клетките на имунната система 

на вродения и адаптивния имунен отговор. Сигнализацията се осъществява чрез IFNγ 

рецептора, който има две субединици (IFNγR1 и IFNγR2), които се експресират в 

повечето, а може би дори и във всички типове клетки. Секрецията на IFNγ може да бъде 

индуцирана от цитокини (главно IL-12 и IL-18) или след активиране на pattern recognition 

рецептори (pattern recognition receptors, PRR), което води до ранно повишаване на 

секрецията на IFNγ още преди проявата на антиген-специфичен имунен отговор. Във 
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всички изследвани типове клетки активирането на IFNγR активира сигналния път на 

JAK-STAT. 

1. Мезенхимни стволови клетки от пъпна връв – хетерогенна популация 

клетки 

Добре известен факт е, че МСК от различни тъкани не притежават напълно 

еднакви характеристики. Това важи с особена сила за репродуктивните тъкани, където 

по време на бременност МСК са подложени на въздействието на огромно разнообразие 

от цитокини, продуцирани от различните имунни клетки, които се откриват там (Hass et 

al., 2011).  

Човешката пъпна връв е обещаващ източник на мезенхимни стволови клетки. 

Освен забележителните си предимства, като безболезнена процедура при пробовземане 

и по-бързо самообновяване, МСК от пъпна връв са доказали способността си да се 

диференцират в трите зародишни слоя, да се акумулират в увредените тъкани и 

възпалените участъци, да стимулират възстановяването на тъканите и да модулират 

имунния отговор. Съществуват различни протоколи и методи за изолиране и 

култивиране на МСК от различните части на пъпната връв, като Wharton’s jelly (WJ), 

кръвоносни съдове, субамнион и периваскуларни региони. 

Пъпната връв съдържа две пъпни артерии и една пъпна вена, вградени в 

специфична мукозна съединителна тъкан, известна като Wharton’s jelly, която е покрита 

с амниотичен епител. Тази тъкан осигурява опора на съдовете и също така ги предпазва 

от прегъване и усукване по дължината на връвта от плацентата до растящия плод 

(Joerger-Messerli et al., 2016). Тази желеобразна съединителна тъкан, която е описана за 

първи път от Томас Уортън през 1656 г., не е инервирана и е аваскуларна, имайки 

известна контрактилна способност, осигурена от наличието на миофибробласти, 

получени при диференциацията на мезенхимни стволови клетки (J. E. Davies et al., 2017). 

МСК от пъпна връв могат да бъдат изолирани както от Wharton’s jelly, така и от 

кръвта от пъпната връв. Интересно е, че някои първоначални проучвания съобщават, че 

човешката кръв от пъпна връв не е възможен източник за изолиране на МСК (Wexler et 

al., 2003). Последващите изследвания обаче показаха, че не само МСК могат да бъдат 

получени от кръв от пъпна връв, но също така, че може да се постигне по-голям добив 

на клетки в сравнение с клетките изолирани от костен мозък и мастна тъкан (Bieback et 

al., 2004; Kern et al., 2006; O. K. Lee et al., 2004). 
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Въпреки широко разпространеното вярване в дихотомична парадигма по 

отношение на стволовите клетки (в която клетката „е“ или „не е“ по същество стволова 

клетка), изглежда ясно, че стволовите клетки се характеризират с широк спектър от 

свойства, които зависят от множество фактори. В този случай хетерогенността на 

стволовите клетки между различните стволови клетъчни линии може да се разглежда 

като норма, а не изключение, като тази вариабилност е свързана с няколко фактора, 

включително особеностите на индивидуалния донор, източника на клетките, условия на 

култивиране , както и случайни вариации в процеса на култивиране (Markov et al., 2007). 

Като се вземат предвид множеството променливи, дори ако се фокусираме конкретно в 

подгрупата на мезенхимни стволови клетки, изолирани от пъпна връв (която включва 

МСК, получени от Wharton’s jelly или кръвта от пъпна връв) (Doi et al., 2016), може да 

се очакват множество вариации в свойствата и поведението на клетките. 

Няколко фактора, включително възраст, пол и фенотип, вече са установени като 

потенциални причини за хетерогенност на МСК (Siegel et al., 2013). Han et al. сравняват 

четири източника на МСК (костен мозък, мастна тъкан, пъпна връв и плацента) от 22 

индивида. Забелязва се значителна вариабилност в пролиферативната способност, 

въпреки идентичните методи на култивиране в отделните проби (Z. C. Han et al., 2017). 

Дори в рамките на един и същ индивид се наблюдава значителна хетерогенност в 

четирите различни тъканни източника, въпреки еднаквите методология и условия. Друго 

проучване изследва техниките за изолиране на МСК, получени от пъпна връв. Авторите 

откриват не само разлики в профила на клетъчна пролиферация между отделните 

техники, но и различен отговор на всяка проба към една и съща техника (Paladino et al., 

2016). 

Стволови клетки могат да бъдат изолирани от ембрионални, фетални и възрастни 

тъкани. Ембрионалните стволови клетки (ЕСК) са водещ кандидат за тъканно 

инженерство поради високия им капацитет за самообновяване и плурипотентност 

(способност да се диференцират във всички зародишни слоеве) in vitro и in vivo. 

Независимо от това, в допълнение към етичните ограничения, клиничните приложения 

на ЕСК са силно ограничени от технически трудности при култивирането им in vitro 

свързани с изчерпването на недиференцирани клетки, което може да доведе до 

образуването на тератоми. 

Обратно, соматичните стволови клетки, като тези в кожата, костния мозък и 

мастната тъкан, могат да имат по-широко клинично приложение. От друга страна, 

автоложната употреба понякога е ограничена от броя на клетките и свързаните с 
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възрастта промени, като например намален капацитет за растеж и диференциация (Baksh 

et al., 2007; Mueller & Glowacki, 2001). 

McElreavey et al. за първи път съобщават за изолиране на фибробластоподобни 

клетки от Wharton’s jelly на човешкa пъпна връв през 1991 г. (McElreavey et al., 1991). 

Клетките, получени от пъпна връв, имат подобен повърхностен фенотип, прилепват 

върху съдове за клетъчно култивиране и притежават мултипотентност като тези на МСК, 

получени от други източници. 

В сравнение с КМ-МСК и ЕСК, МСК от пъпна връв имат профил на генна 

експресия, по-близък до този на ЕСК и по-бързо самообновяване, отколкото КМ-МСК 

(Fong et al., 2011; Hsieh et al., 2010). В допълнение пъпната връв се счита за медицински 

отпадък и изолирането на МСК е неинвазивно и не е обременено с етични проблеми. Ето 

защо, ние избрахме в настоящия дисертационен труд да работим именно с МСК 

изолирани от човешка пъпна връв, като вземем предвид възможните вариации спрямо 

публикуваните от други автори резултати работещи с МСК от различни тъкани.  

Представените в настоящия дисертационен труд резултати условно могат да 

бъдат разделени в две групи, като първата обхваща данни, получени от характеристика 

на изолирани, in vitro култивирани и третирани с IFNg WJ-МСК по отношение на 

основни параметри като морфология, клоногенност, динамика на пролиферация, 

имунофенотип, ниво на апоптоза, хромозомна стабилност и потенциал за 

диференциация в остеогенна и адипогенна насока. Тази група изследвания имаше две 

основни направления. Първото от тях е свързано с необходимостта клетките да бъдат 

изчерпателно характеризирани и идентифицирани като МСК, съобразно критериите, 

определени от Международната асоциация по клетъчна терапия (Dominici et al., 2006), 

които засягат някои от споменатите по-горе биологични (цитологични) показатели. 

Според минималните изисквания за дефиниране, МСК задължително: а) представляват 

адхезивна популация от клетки при стандартни условия за култивиране, които б) 

експресират повърхностните молекули CD73, CD90 и CD105, но не и хемопоетични 

маркери и в) проявяват мултипотентни свойства като се диференцират в остеобласти, 

адипоцити и/или хондроцити (Dominici et al., 2006). Второто направление беше 

паралелно да се проследи ефекта на IFNg върху всички описани по-горе параметри. 

Другата група резултати представени в дисертационния труд се отнася за влиянието на 

IFNg върху имуномодулиращата активност на WJ-МСК. 
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С цел постигане на максимална обективност и достоверност на данните 

експериментите, които проведохме бяха до голяма степен съобразени с необходимостта 

да бъдат избегнати (или сведени до минимум) страничните фактори, които биха могли 

да повлияят и дори компрометират достоверността на получените резултати. За 

постигане на посочените изисквания бяха съблюдавани следните условия: 

експериментални постановки, изпълнени при едни и същи условия; използване в 

проучванията на култури WJ-МСК с еднакъв пасаж на културата и поддържани при едни 

и същи in vitro условия (съдове за култивиране; изходна гъстота на клетките; 

температура; съдържание на СО2; условия за трипсинизиране и препосяване; културална 

среда; период за смяна на средата и т.н.).  

В резултат на нашите експерименти успешно бяха получени адхезивни 

фибробластоподобни активно делящи се клетки от Wharton’s jelly на общо 35 клинично 

здрави раждащи жени на възраст между 26 и 45 години, като експериментално бяха 

доказани способността им за бърз клонален растеж и продължително in vitro 

култивиране в рамките на няколко последователни пасажа – свойства, характерни за 

МСК. Този факт очертава някои от основните качества на WJ-МСК като удобен материал 

както за изследователска дейност, така и за активно клинично приложение – бързи и 

достъпни процедури за пробовземане; съхранени висока клетъчна жизненост и 

функционална ефективност; възможност за поддържане на тези показатели за 

продължителни периоди от време при строго контролирани in vitro условия. 

Принадлежността на култивираните от нас хомогенни популации WJ-МСК, както 

и функционалната им пълноценност, бяха категорично доказани след фенотипни и 

диференциационни анализи. С помощта на флоуцитометричен анализ беше изследвана 

експресията от страна на изолираните клетки на редица идентифициращи повърхностни 

протеини. Резултатите показаха, че клетките са отрицателни за  ключовите повърхностни 

хемопоетични маркери CD34; CD45, но експресират типичните за мезенхимните 

стволови клетки CD29, CD44, CD73, CD90 и CD105. Установи се също така, че клетките 

се позитивират за Vimentin. Тези данни изключват възможността за отношение на 

изследваните от нас клетки към хемопоетичния ред, като същевременно потвърждават 

фенотипния им облик на мезенхимни стволови клетки. Освен това, резултатите от 

проведените проучвания върху диференциационния потенциал показаха, че след 

третирането им с диференциращи агенти са налице всички признаци (екстрацелуларно 

отлагане на Ca2+; повишена алкално-фосфатазна активност; клетъчни включения от 
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неутрални липиди), доказващи бипотентните им (остеогенни и адипогенни) свойства, 

което е сигурен показател за принадлежността им към мезенхимните стволови клетки.  

Въз основа на всичко изложено дотук може да се обобщи, че съчетанието на редица 

особености, присъщи за изолираните от пъпна връв клетки, като адхезивни свойства, 

фибробластна морфология, клонален растеж и възможност за поддържане in vitro като 

бързо растящи хомогенни култури в продължение на множество последователни пасажи, 

както и способността за диференциране като остеогенни клетки и адипоцити в 

допълнение на фенотипната им характеристика, дават достатъчно основание те да бъдат 

определени като мезенхимни стволови клетки. 

Както вече беше подчертано, разгледаните по-горе характеристики, са 

определящи за МСК, като повечето от тях биха могли да се приемат и като важен 

показател както за степента на терапевтичния потенциал на МСК и ефективността при 

неговата реализация, така и, в чисто научен аспект, за значението на локалната 

микросреда, от която произлизат и упражняваното от нея регулаторно влияние върху 

функционалното състояние на МСК. По тази причина, характеризирането на МСК от 

различни тъкани в условията на възпаление, включващо основни показатели като 

морфология, динамика на пролиферация, клоногенна ефективност и диференциация, е 

необходим етап в изучаването на МСК. 

2. Влияние на IFNγ върху природата и свойствата на МСК 

Има много изследвания върху имуномодулаторния ефект на претретираните с 

IFNγ МСК, но няма достатъчно информация за това дали и как възпалителната среда 

влияе на природата и свойствата на мезенхимните стволови клетки. IFNγ е цитокин, 

който се продуцира главно от клетките на имунната система, които са част от вродения 

и придобития имунен отговор. Сигнализацията се осъществява през IFNγ-рецептор, 

който се състои от две субединици (IFNγR1 или CD119 и IFNγR2), които се експресират 

на практика от почти всички клетъчни типове (W. K. Chan et al., 2008). Както вече стана 

ясно, IFNγ е един от основните, но не е единственият цитокин във възпалителната среда, 

неговата концентрация може да варира в зависимост от конкретното заболяване или 

възпалително състояние. Това са фактори, които трябва да се вземат предвид при 

интерпретацията на получените данни в контекста на възможно клинично приложение 

на МСКγ.  
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2.1.Ефект на IFNγ върху морфологията на МСК от пъпна връв 

Известно е, че МСК от различни тъкани имат повече или по-малко сходни 

имуномодулиращи свойства. Въпреки това те могат да реагират различно на процеса на 

възпаление. Данните за морфологията на МСКg в литературата са оскъдни и в повечето 

случаи противоречиви, като не позволяват еднозначно тълкуване. При третираните с 

IFNγ мезенхимни стволови клетки от пъпна връв, ние наблюдавахме ясни и характерни 

морфологични промени – клетките се окръглиха и формираха компактни колонии с 

неправилна форма. Тези резултати не съвпадат с литературните данни, които се отнасят 

до WJ-МСКγ. Някои автори съобщават, че когато МСК от костен мозък се култивират 

in vitro и третират с провъзпалителни цитокини като IFNγ и TNFα, се наблюдава промяна 

в тяхната морфология (КМ-МСКγ са по-големи, с повече цитоплазма и неправилна 

форма), въпреки че други автори не откриват никакви трансформации (D. S. Kim et al., 

2018; Prasanna et al., 2010). В допълнение, под влиянието на IFNγ, AT-МСК увеличават 

диаметъра си (Crop et al., 2010). Обратно, WJ-МСКγ не показват никакви морфологични 

промени, когато са праймирани със същите провъзпалителни цитокини. Тези данни се 

отличават съществено от направените от нас заключения, според които МСК от пъпна 

връв третирани с IFNγ придобиват различна морфология и начин на растеж в in vitro 

условия, промени вероятно свързани с промяната във функциите и секретома им. Едно 

възможно обяснение за противоречивите резултати сред авторите е, че локалната 

микросреда, от която произлизат МСК, има регулаторно влияние върху функционалното 

им състояние. Важно е да се отбележи, че Prasanna et. al. 2010 третират клетките не с 

един, а с два провъзпалителни цитокина, докато нашите наблюдения са за ефекта само 

на IFNγ. 

2.2. Ефект на IFNγ върху фенотипа на МСК от пъпна връв 

По отношение на експресията на повърхностни маркери, нашите данни сочат, че 

експресията (както процента положително маркирани клетки, така и MFI нивата) на 

характерните маркери за МСК (CD29, CD44, CD105, CD73 и CD90) остава непроменена 

след култивиране на клетките в присъствие на IFNγ. Други автори документират 

аналогични резултати, но само за част от споменатите маркери изследвани при АТ-МСК 

(CD90, CD105, и CD166) (Crop et al., 2010). КМ-МСКγ имат същите нива на експресия 

на CD73 и SSEA4 като непраймираните клетки (Prasanna et al., 2010). Нашите резултати 

ни дават достатъчно основание да заключим, че третираните с IFNγ WJ-МСК не 



 130 

променят характерния за тях фенотипен профил, като прегледът на специализираната 

литература показа, че подобни анализи не са правени при конкретно МСК от пъпна връв.  

2.3. Eфект на IFNγ върху генната експресия на МСК 

 Данните в научната литература убедително покзават, че IFNγ оказва значителен 

ефект върху генната експресия на МСК, като голяма част от засегнатите гени са свързани 

с имуномодулиращите функции на МСК. Така например, профилът на генната експресия 

на праймирани с IFNg КМ-МСК е значително засегнат – автори откриват 512 регулирани 

гена, 4 от които кодират протеини, участващи в имуносупресията на МСК – хемокинови 

лиганди CXCL9, CXCL10, CCL8 и IDO (D. S. Kim et al., 2018). IFNγ повлиява 

експресията на различни гени. Някои гуанилат-свързващи протеини (GPB5, GPB4, GPB2 

и GPB1) и резистентни към миксовирус гени 1 и 2 също са силно регулирани при АТ-

МСК. Експресията на TNF суперсемейството (TNFSF) член 10 и член 13B също се 

повишава. IFNγ повлиява експресията на Т клетъчни хемоатрактанти (CXCL9, CXCL10) 

с по-нисък ефект върху хемоатрактантите на неутрофилите, моноцитите и еозинофилите 

(CXCL1 и CXCL6).  

 Когато МСК от човешкото фетално сърце са третирани с IFNγ, клетките 

проявяват значителни транскрипционни промени, най-вече свързани с експресията на 

гени, участващи в представянето на антигена, контрола на клетъчния цикъл и 

интерфероновата сигнализация. При продължително излагане на IFNγ, МСК  

експресират високи нива на IFNγR1, човешки левкоцитни антигени и PD-L2. От друга 

страна, изчерпването на IFNg и последващо култивиране на клетките за 48 часа водят до 

значително намаляване на флуоресцентния интензитет на PD-L2 и PD-L1. IFNγ 

повишава експресията и на разтворимите форми на programmed death ligand (sPD-L1 и 

sPD-L2) (Grinnemo et al., 2019). В рамките на дисертационния труд, ние успяхме да 

докажем, че IFNg отключва и засилва повърхностната експресия на PD-L1 от WJ-МСК. 

Изследването на разтворитемите форми sPD-L1 и sPD-L2 при „праймирани“ WJ-МСК е 

логично продължение на този резултат и е заложено като обект на бъдещи наши 

разработки.     

2.4. Ефект на IFNγ върху пролиферацията и клоногенността на МСК от пъпна връв 

Нашите резултати показаха, че МСКγ имат по кратко време за популационно 

удвояване (PDT) спрямо контролните клетки, достигайки по-висока концетрация за 

седем дни. Тези резултати съответстват с данните ни за клоногенната ефективност на 
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МСК от пъпна връв в условия на възпаление – не само, че клетките растяха по-бързо, но 

и се отчете по-голям брой  CFU-F спрямо контролните култури. Справката ни в 

литературата намери данни, че възпалителната среда влияе върху динамиката на 

клетъчна пролиферация на МСК от мастна тъкан, но намереният ефект е 

противоположен: концентрацията на клетките намалява (Crop et al., 2010). КМ-МСК  

третирани с възпалителни цитокини също показват по-слаб пролиферативен потенциал 

спрямо нетретираните клетки (Croitoru-Lamoury et al., 2011; Prasanna et al., 2010). 

Авторите установили, че процесите свързани с клетъчната пролиферация се инхибират 

при МСК от костен мозък под действието на IFNγ, което е свързано с активацията на 

кинунериновия път и последващото изчерпване на триптофан (Croitoru-Lamoury et al., 

2011). В допълнение, МСК от зъбна пулпа третирани с IFNg запазват пролиферативния 

си потенциал, но способността им за диференциация намалява значително (Strojny et al., 

2015). МСКγ експресират IDO1 и IDO2, които са силно регулирани от интерферони тип 

I (IFNβ) и тип II (IFNγ). IFNγ инхибира пролиферацията и променя диференциацията на 

миши МСК чрез активиране на IDO.  

Както вече беше отбелязано, от анализа на нашите данни се установи, че 

третираните с IFNγ WJ-МСК имат по-голям клоногенен потенциал и по-бърз темп на 

растеж. Резултатите описани в настоящия дисертационнен труд за ефекта на IFNγ върху 

способността на WJ-МСК да образуват колонии, са първите публикувани данни по 

темата. Данните в литературата за темпа на пролиферация на МСКγ са оскъдни и 

разнопосочни, като нашите наблюдения не съвпадат с тези на останалите автори. 

Възможна причина за това е различния произход на МСК използвани в публикуваните 

проучвания и вариации в протоколите за третирането на клетките с провъзпалителни 

цитокини.  

2.5. Ефект на IFNγ върху диференциацията на МСК от пъпна връв 

Данните за потенциала за остеогенна и адипогенна диференциация на МСКγ в 

литературата отново за много противоречиви. Нашите резултати категорично показаха, 

че МСКγ губят способността си да се диференцират остеогенно и адипогенно в in vitro 

условия. Накои автори съобщават, че IFNγ инхибира генната експресия на адипоцитни и 

остеоцитни маркери (Croitoru-Lamoury et al., 2011). Liu et al. също публикуват данни, че 

провъзпалителни Т клетки инхибират способността на екзогенни МСК от костен мозък 

да се диференцират остеогенно, макар че, относително високи концентрации на IFNγ са 

били необходими, за да се наблюдава този ефект (Y. Liu et al., 2011). Важно е да се 
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отбележи, че избраният от нас подход за остеогенна диференциация се основава не само 

на хистологично оцветяване, но и на приложението на високо чувствителен 

колориметричен тест за определяне нивата на алкално-фосфатазна активност, който 

позволява количествено отчитане с голяма точност на различия в степента на остеогенна 

диференциация при третираните с IFNγ WJ-МСК. 

Lacey et al. 2009 показват, че провъзпалителните цитокини, IL-1b и TNFa, 

потискат минерализацията, активността на ALP и експресията на иРНК за Col1a1, Runx2 

и osterix в КМ-МСК, като IL-1b като цяло е ефективен при по-ниска концентрация от 

TNFa. Въпреки това, IL-1b, за разлика от TNFa, не може да предотврати генната 

експресия на остеонектин и остеопонтин по време на диференциацията (Lacey et al., 

2009). Има данни, които предполагат, че транскрипционният фактор Runx2 контролира 

остеобластната диференциация (Nakashima et al., 2002) и провъзпалителните цитокини 

потискат неговата експресия (Gilbert et al., 2002). Бихме могли да предположим, че 

нашите данни за потискащите ефекти на IFNγ върху остеогенната диференциация на 

МСК от пъпна връв може да се дължат на потискане на генната експресия на същите 

гени.  

 Изследователи са се опитали да диференцират човешки и миши МСК в нервни 

клетки, адипоцити и остеоцити в присъствието на инхибитори на IFNγ, IDO1 и IDO2. 

Третирането на МСК със 100 IU/ml IFNγ води до инхибиране на експресията на 

секретируем фосфопротеин 1 (SPP1) и интегрин-свързващ сиалопротеин (IBSP) в миши 

и човешки МСК. Блокирането на IFNγ-индуцираната IDO секреция с инхибитор на IDO 

(β-Carboline) значително повишава експресията на SSP. Тези данни потвърждават ролята 

на IDO в потенциала на МСК за остеогенна диференциация. По подобен начин, IFNγ 

инхибира експресията на адипоцитните маркери адипсин, adipoQ и Fabp4 на 

транскрипционно ниво в миши и човешки МСК. Когато се използва IDO инхибитора, β-

Carboline, нивата на експресия на адипоцитните маркери се подобрява (Croitoru-Lamoury 

et al., 2011).  

 Третирането на мезенхимни стволови клетки от зъбна пулпа (ЗП-МСК) с IFNγ 

значително намалява техния потенциал за диференциация. От друга страна, потенциалът 

за миграция на КМ-МСК се увеличава, когато клетките се ко-култивират с IFNg-

третирани ЗП-МСК. Анализът на експресията на РНК показва повишаване на нивата на 

Cxc16 и Cxcl12 в КМ-МСК. Освен това, има по-високи нива на проангиогенни фактори 

VEGF и FGF, секретирани от ЗП-МСК, които са били изложени на IFNg. 
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Получените от нас резултати съвпадат с част от публикуваните по темата 

(Croitoru-Lamoury et al., 2011) и съществено се различават от тези на други автори 

(Prasanna et al., 2010). Загубата на потенциала за диференциация в МСК в условия на 

възпаление изглежда логичен. Провъзпалителните цитокини задействат 

имуносупресивната функция на МСК и те започват да секретират високи нива на 

имуносупресивни фактори. Докато МСК са ангажирани с имуносупресивната си роля и 

в организма има активно възпаление, те няма нужда да се диференцират в други 

клетъчни типове, а точно обратното – да запазят имуномодулиращите си функции 

активни.  

2.6. Ефект на IFNγ върху степента на апоптоза на МСК от пъпна връв 

Нашите данни показват, че повишеният пролиферативен потенциал на клетките 

върви паралелно с по-висок процент клетки намиращи се в ранна и късна апоптоза на 

ден осем от култвирането на МСК от пъпна връв с IFNγ. Liu и др. съобщават, че IFNγ 

синергично засилва предизвиканата от TNFα апоптоза на МСК, но третирането на 

клетките само с IFNγ няма същия ефект върху процесите на апоптоза на МСК от костен 

мозък (Y. Liu et al., 2011). 

Има данни, че възпалителната микросреда индуцира апоптоза на МСК. Едно от 

проучванията на Dang et al. показа, че възпалителните цитокини, например IFNγ и TNFα, 

индуцират автофагия в МСК синергично чрез индуциране на експресия на Beclin 1 

(потиска се ROS/ERK пътя), като в същото време процесът на автофагия възпрепятства 

имуносупресивния потенциал на МСК. (Dang et al., 2015). Блокирането на Beclin-1 

значително подобрява ефекта на МСК при експериментален енцефаломиелит (EAE), 

като стимулира секрецията на PGE2 (Dang et al., 2015). Въпреки това, дали индуцираната 

от възпаление автофагия играе роля в регулирането на апоптозата на МСК, остава 

неясно. Автофагията е еволюционно запазен катаболитен процес, чрез който клетките 

доставят цитоплазмени компоненти за разграждане в лизозоми. При различни 

физиологични и патологични състояния може да има роля за оцеляването или за смъртта 

на клетката (Cecconi et al., 2007; Mizushima et al., 2008). Доказано е, че автофагията 

предпазва клетките от смърт при условия на глад, липса на растежен фактор и 

невродегенерация, но също така е критичен фактор, допринасящ за някои видове 

клетъчна смърт (Degenhardt et al., 2006; L. Yu et al., 2004). 

Общоприето е, че ROS (reactive oxygen species, кислородни радикали) индуцират 

автофагия, а автофагията пък служи за намаляване на окислителните продукти (Azad et 
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al., 2009). ROS са малки и силно реактивни молекули, като кислородни аниони и 

свободни радикали, които могат да окисляват протеини, липиди и ДНК. Когато са строго 

контролирани, ROS участват в жизненоважната клетъчна сигнализация (Jain et al., 2010). 

Те могат пряко или косвено да взаимодействат с критични сигнални молекули, за да 

инициират сигнализация в разнообразни клетъчни пътища, като NF-κB, MAP кинази, 

PI3 киназа и сигнални пътища на протеин тирозин фосфатази (Tal et al., 2009). Доказано 

е също, че активирането на тези сигнални пътища модулира генната експресия, 

възпалителните отговори и клетъчното оцеляване (Bulua et al., 2011). ROS медиират 

клетъчната смърт чрез каспаза-зависима апоптоза или некроза, когато твърде високата 

концентрация на ROS инактивира каспазите чрез окисление (Azad et al., 2009). ROS 

може също така да подпомогнат клетъчното оцеляване чрез активиране на 

транскрипционни фактори за оцеляване, като NFκB, ERK (extracellular signal-regulated 

kinases) и heatshock протеини, които увеличават експресията на антиапоптотични 

протеини като Bcl-2 и Bcl-xl (Morgan & Liu, 2011; Rygiel et al., 2008). Блокирането на 

ROS и активирането на ERK засилват апоптозата на МСК (Dang et al., 2015). Взети 

заедно, тези данни показват, че възпалителната цитокин-индуцирана автофагия играе 

проапоптотична роля в МСК и не в полза на оцеляването на МСК при възпалителни 

състояния. 

 В допълнение на описаните механизми, е важно да се обърне внимание на 

данните, че по-високата доза на TNFα води до потискане на сигнализацията характерна 

за МСК тип-2 и индуцира апоптотична програма чрез TNF-свързан апоптоза-индуциращ 

лиганд-рецепторен път 2 (TRAIL-R2) (Putra et al., 2018). Още едно проучване съобщава, 

че TNFα може да индуцира апоптотичен път чрез TRAIL-R2 път (Z. Liu et al., 2017). 

TRAIL-R2 е специфичен клетъчен повърхностен рецептор, който принадлежи към 

суперсемейството на TNF рецепторите (Screaton et al., 1997), който също се експресира 

в МСК (Szegezdi et al., 2009; Walczak, 1997). След свързване на TNFα, TRAIL-R2 

инициира набирането на Fas-свързан death domain (FADD) и прокаспаза-8 за образуване 

на сигналния комплекс, предизвикващ смърт (DISC), след това активира каспаза-3 и 

води до апоптоза (Bodmer et al., 2000). Авторите предполагат, че пътят на апоптозата 

може да бъде активиран от по-високи дози TNFα.  

Базирайки се както на собствените ни наблюдения, така и на изложената в 

специализираната литература информация, можем да твърдим, че възпалителната среда 

и в частност един от основните цитокини характерен за нея - IFNγ, засилва апоптозата 
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на WJ-МСКγ в in vitro условия, като механизмите зад този ефект може да се различават 

при различните видове МСК и използваните експериментални постановки.  

2.7. Влияние на IFNγ върху хромозомната стабилност на МСК от пъпна връв 

 Потенциалът и възможното използване на мезенхимни стволови клетки в 

изследвания и терапевтични приложения разчитат на тяхната геномна стабилност. 

Клетките трябва да бъдат намножени in vitro, за да постигнат очаквания терапевтичен 

ефект. Има висока смъртност на трансплантираните клетки след трансплантация, заради 

процеса на апоптоза или действието на макрофаги. За съжаление, клетъчната култура 

също представлява риск – продължителното излагане на стресови условия по време на 

процеса на обогатяване и диференциация на клетките поражда опасения относно 

безопасността на терапията със стволови клетки (J.-A. Kim et al., 2015). Досега има малко 

и противоречиви данни за геномната и/или хромозомната нестабилност на култивирани 

МСК (Justino Ferreira et al., 2012). Култивирането продължително време може да 

промени природата на МСК, предизвиквайки промени в техния геном на молекулярно и 

хромозомно ниво (Justino Ferreira et al., 2012). Въпреки че е доказано, че КМ-МСК и АТ-

МСК могат да бъдат култивирани в продължение на ~20 пасажа (Binato et al., 2013), не 

е ясно колко пасажа могат да бъдат достигнати, преди клетките да придобият 

хромозомна нестабилност или да загубят мултипотентността си. Кариотипни аберации 

са наблюдавани в МСК, изолирани от мишки и плъхове (Foudah et al., 2009; Furlani et al., 

2009). Направени са някои опити за изследване на такива дефекти при различни 

концентрации и пасажи на клетките, но резултатите от проучванията са противоречиви. 

Докато някои групи съобщават за запазване на генетична стабилност до пасаж 3 или 4, 

други откриват, че човешките МСК остават генетично стабилни при продължително 

култивиране и поддържат нормален кариотип до 20 пасаж  (Furlani et al., 2009, 2009; 

Izadpanah et al., 2008). Заради противоречивата информация в литературата, ние 

сметнахме за необходимо да изследваме ефекта на IFNγ върху хромозомната стабилност 

на МСК от пъпна връв в in vitro условия, особено като вземем предвид данните, които 

получихме за бързата пролиферация и по-големия процент апоптични клетки в 

условията на възпаление.  

 Хромозомните аберации са отличителни белези на малигнизация (Hanahan & 

Weinberg, 2011) и спорадични съобщения за хромозомни промени, настъпващи по време 

на продължително култивиране на клетки, подчертават риска от ракова трансформация 

в стволови клетки, отглеждани in vitro (Maitra et al., 2005). По-голямата част от тези 
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доклади са фокусирани върху ембрионални стволови клетки, въпреки че няколко 

доклада се отнасят за МСК при възрастни хора (Røsland et al., 2009). Повишен риск от 

хромозомни аберации също е докладван при култивиране на стволови клетки (Mayshar 

et al., 2010). Необходимо е редовно да се извършват тестове за безопасност на 

манипулирани стволови клетки и оценка на хромозомните аберации. Насоките за 

терапия със стволови клетки препоръчват да се извършват тестове, за да се гарантира 

безопасността на стволовите клетки, включително конвенционални G-banding, аCGH и 

FISH анализ (Lovell-Badge et al., 2021). 

 Възпалителната микросреда може да доведе до дегенеративни заболявания и 

злокачествени тумори. Провъзпалителните цитокини IFNγ и TNFα синергично променят 

способността на МСК да се регенерират и диференцират чрез NF-κB-медиирано 

активиране. Продължителното излагане на високи нива на IFNγ и TNFα води до 

повишена предразположеност към злокачествена трансформация в МСК, поради 

повишената регулация на онкогените c-Fos и c-Myc по NF-κB сигналния път. При мишки 

изчерпването на IFNg и TNFα елиминира тенденцията към злокачествена 

трансформация в МСК (L. Wang et al., 2013).  

 Оценката на хромозомните аберации обикновено включва конвенционален 

хромозомен анализ, известен също като G-banding, който е рентабилен и се извършва 

рутинно. Нашите резултати показаха, че IFNγ сам по себе си не причинява никакви 

хромозомни аберации, които могат да бъдат открити с помощта на техниката за GTG 

banding. Данните ни съвпадат с откритите в литературата - кариотипирането на МСКγ 

не показва никакви хромозомни промени в сравнение с нетретираните контролни клетки 

(Prasanna et al., 2010). Критично ограничение обаче е, че той може да открие само 

хромозомни аберации в клетките, които се намират в метафаза, а броят на клетките в 

метафаза представлява само малка част (~0.1%) от всички клетки. Тъй като целият 

процес на възпаление е изключително сложен и медииран от много фактори, би било 

полезно да се проучи допълнително неговия дългосрочен ефект върху стабилността на 

генома на стволовите клетки, за които е известно, че реагират и се активират от 

възпалителни цитокини. Може би трябва да се използват по-сложни техники с по-висока 

разделителна способност за откриване на геномна нестабилност за оценка на ефекта от 

продължително възпаление върху мезенхимните стволови клетки. 



 137 

3. Ефект на IFNγ върху МСК и техните имуномодулиращи свойства 

 През 2002 г. беше публикувано, че МСК могат да модулират имунния отговор. 

Изследването показа, че МСК от павиан могат да инхибират смесената лимфоцитна 

реакция in vitro и могат да предотвратят отхвърлянето на алогенна кожна присадка in 

vivo (Bartholomew et al., 2002). Оттогава много автори са публикували данни за 

имуносупресивни МСК изолирани от други животни и хора (Uccelli et al., 2008). МСК 

предотвратяват съзряването на дендритни клетки чрез инхибиране на експресията на 

MHC клас II, CD1-α, CD40, CD80 и CD86 и потискане на провъзпалителната секреция 

на цитокини. МСК също така стимулират макрофагите, произвеждащи IL-10, и 

секретират разтворими фактори като TGFβ и простагландин Е2 (PGE2), които потискат 

NK клетките. По отношение на адаптивния имунен отговор, МСК инхибират 

пролиферацията на Т клетки, като потискат секрецията на IFNg и индуцират Tr1 клетки 

и FoxP3 регулаторни клетки (Kyurkchiev, 2014). Има данни, че МСК инхибират 

експресията на ранните маркери за активиране на Т клетките - CD25, CD38 и CD69 (Le 

Blanc et al., 2004). Един от механизмите, по който МСК инхибират Т-клетъчната 

активация е чрез секретираните от тях разтворими ММР-2 и ММР-9, които разцепват 

CD25 на Т клетките (Ding et al., 2009).  

 IFNγ се произвежда във високи концентрации от NK клетки и CD8+ Т клетки и 

в по-ниски концентрации от CD4+ Т клетки. Добавянето на IFNγR моноклонално 

антитяло (mAb) инхибира потискащия ефект на МСК върху CD4+ и CD8+ и дори върху 

NK клетки (Krampera, Cosmi, et al., 2006). Тъй като NK клетките секретират 

изключително високи концентрации на IFNγ те частично могат да избягат от mAb-

медиираното блокиране на IFNγR (Krampera, Cosmi, et al., 2006).  

 Важно е да се отбележи, че IFNγ не е единственият цитокин свързан с наличие 

на активни възпалителни процеси, като изследванията установяват, че IFNγ и TNFα 

модулират по различен начин имунните свойства на миши МСК. И двата 

провъзпалителни цитокина не повлияват способността на МСК да потискат 

пролиферацията, задвижвана от алоантиген в смесена лимфоцитна реакция, както и 

пролиферацията на Т клетките, задвижвана от митоген. Както IFNg, така и TNFα 

регулират експресията на COX-2 и PGE2 от МСК. Въпреки това, повърхностната 

експресия на PD-L1 и секрецията на IDO се индуцират само от IFNg. Чрез използване на 

блокиращи антитела и биохимични антагонисти, авторите показват, че докато 

индукцията на PD-L1 не е от съществено значение, секрецията на IDO е необходимо 
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условие за IFNγ-медиираната имуномодулация осъществявана от МСК (English et al., 

2007). 

3.1.Мезенхимни стволови клетки във възпалителната микросреда 

 Острото увреждане на тъканите обикновено е последвано от възпаление, дори 

когато не е свързано с инфекциозен агент. Клетъчните компоненти, освободени от 

некротичните клетки и увреждането на микроваскулизацията водят до повишена 

вазопропускливост и инфилтрация на макрофаги и неутрофили. Клетките от адаптивния 

имунен отговор (В клетки, CD4+ Т клетки и CD8+ Т клетки) участват в процесите, 

протичащи на мястото на увреждането (Y. Shi et al., 2012). Фагоцитозата на 

некротичните клетки води до освобождаване на провъзпалителни фактори, като TNFα, 

IL-1, IFNg, различни хемокини и левкотриени, и свободни радикали (Y. Shi et al., 2012). 

 Възпалителната среда предшества способността на МСК да потискат имунните 

отговори. IFNγ, в комбинация с някои други провъзпалителни цитокини като TNFα, IL-

1α или IL-1β, могат да стимулират МСК да секретират високи нива на имуносупресивни 

фактори. Експресията на хемокини и адхезионни молекули се увеличава, включително 

CXCR3 лиганди, CCR5 лиганди, ICAM-1 и VCAM-1. Всичко това води до натрупване 

на имунни клетки в близост до МСК. МСК могат да потискат Т клетките и чрез 

използване на механизми, които се осъществяват при контакт клетка:клетка, сред които 

особено важни са PD-L1 / PD-1 пътя, отрицателната костимулаторна молекула B7-H4 и 

CD200/CD200R взаимодействието, toll-подобни рецептори (TLRs) и взаимодействието 

FasL/Fas (Augello et al., 2005). 

 През последните години МСК печелят слава на основен клетъчен тип, който 

участва в процеса на възстановяване на тъканите, като МСК намиращи се близо до 

увреденото място или тези, идващи от костния мозък, мигрират към нараненото място 

(Y. Shi et al., 2012). Изследванията на El Haddad et al. показват, че МСК експресират 

матриксни металопротеинази (MMP), за да нахлуят в извънклетъчния матрикс и 

хемокинови рецептори, което им позволява да мигрират към мястото на възпалението 

(El Haddad et al., 2011). Там те взаимодействат с различни стромални и провъзпалителни 

клетки (Y. Shi et al., 2012). Точните механизми все още не са напълно известни, но 

факторите, секретирани от МСК, играят решаваща роля. При животински модели 

кондиционираната среда от МСК може до известна степен да имитира терапевтичния 

ефект на самите мезенхимни стволови клетки (Y. Shi et al., 2012). Блокирането на някои 
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гени, кодиращи специфични фактори, като TNF-индуцируем ген шест протеин (TSG6) 

води до неспособността на МСК да регенерират тъканите (Y. Shi et al., 2012). 

 МСК могат да постигнат своите регенериращи и имуномодулиращи ефекти, 

чрез паракринна или ендокринна секреция на цитокини и растежни фактори, като EGF, 

FGF, PDGF, VEGF, TGFβ, HGF, инсулинов растежен фактор-1 (IGF-1), SDF-1 (stromal 

cell-derived factor-1) и ангиопоетин-1. Повечето от тях се задействат по NF-κB - зависим 

начин от възпалителни стимули, като IFNγ, TNFα, липополизахариди или хипоксични 

условия (Y. Shi et al., 2012). Провъзпалителните цитокини IFNγ и TNFα по различен 

начин влияят на секрецията на цитокини и на миграционните свойства на МСК. 

Излагането на IFNγ индуцира експресията на хемокинови рецептори CCR1, CCR3, 

CXCR4, CCR5 и CCR10 върху МСК. Това също води до повишен миграционен 

потенциал към CCL5/RANTES, CCL28/MEC и CCL12/SDF-1α (Hemeda et al., 2010). 

МСКγ имат по-добър потенциал за насочване към местата на възпаление и по-голям 

регенеративен потенциал. Микрочипов анализ с помощта на миши модел показва, че 

третираните с IFNy МСК засилват експресия си на хемокина CXCR7, MMP и 

адхезионната молекула лектин (Sivanathan et al., 2014). IFNg и TNFα синергично 

регулират експресията на CD54 от МСК, позволявайки на CCR6 хемокиновия лиганд 

CCL20 да индуцира адхезията на Th17 клетки към МСК in vitro. Следователно, по време 

на възпаление, МСК медиират адхезията на Th17 клетки чрез CCR6 и проявяват 

противовъзпалителен ефект чрез индуциране на Treg фенотип в тези клетки (Ghannam 

et al., 2010). 

3.2.Ефект на IFNγ върху експресията на MHC клас I и клас II 

В литературата има множество данни, че IFNγ засилва експресията на MHC клас I  

молекули и отключва експресията на MHC клас II молекули, което предполага, че е 

възможно МСК  да могат да придобиват свойства на антиген-представящи клетки (J. L. 

Chan et al., 2006; W. K. Chan et al., 2008; Crop et al., 2010). Освен това, няколко 

предклинични и клинични изпитания поставят под въпрос имунно-привилегирования 

статус на МСК, а впоследствие и идеята за използване на универсален донор за терапия 

с МСК. Въпреки че по-голямата част от проучванията in vitro подчертават 

имуносупресивните свойства на МСК, няколко публикации предоставят доказателства, 

че несъответстващите между донор и реципиент МСК са имуногенни. Например, докато 

култивираните in vitro МСК експресират ниски нива на MHC клас I и са отрицателни за 

MHC клас II, МСК, изложени на IFNγ или диференцирани в зрели клетъчни типове, 
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могат да експресират значително повече MHC клас I и MHC клас II (Cutler et al., 2010). 

Нашите данни също показаха, че под действието на IFNγ МСК от пъпна връв засилват 

експресията си на MHC клас I. 

 МСК обикновено експресират ниски нива на MHC клас I и липсват HLA-DR и 

костимулиращите молекули CD80 и CD86. В МСКγ експресията на CD54 е силно 

повишена, но липсват CD95 и CD50 (Prasanna et al., 2010). Под влиянието на IFNγ в КМ-

МСК експресията на HLA-DR се увеличава (Prasanna et al., 2010). Prasanna et al. 2010 

установяват, че човешките фетални МСК също експресират HLA клас I, но не и HLA 

клас II молекули. След като добавили IFNγ към културалната среда за два дни 

регистрирали вътреклетъчен синтез на HLA-II, но без да има повърхностна експресия до 

седмия ден от третирането с IFNγ (Prasanna et al., 2010).  

 Както вече споменахме, под влияние на IFNγ, МСК могат да се държат като 

антиген-представящи клетки поради повишената експресия на MHC клас I и II (W. K. 

Chan et al., 2008). Le Blanc et al. демонстрират, че МСК са положителни за MHC клас II 

след третирането им в продължение на седем дни с IFNγ, но това не води до алогенен Т-

клетъчен отговор, тъй като им липсват костимулационните молекули CD80, CD86 и 

CD40. Въпреки това, Stagg et al. посочват, че МСК могат да станат условни АПК (Stagg 

et al., 2006). След като IFNγ се свърже със своя рецептор IFNγR1 и R2, рецептор-

асоциираните Janus киназа-1 и -2 (Jak1 и Jak2) се активират с последващо активиране на 

STAT1 (W. K. Chan et al., 2008). В резултат на това специфичният транскрипционен 

фактор интерферон-регулаторен фактор-1 (IRF-1) се свързва с неговата усилваща 

последователност в елемента на активационната последователност на IFNγ (GAS) и води 

до транскрипцията на CIITA (W. K. Chan et al., 2008). Експресията на CIITA е 

необходима за транскрипцията на MHC клас II. Изследователите отбелязват, че антиген-

представящото свойство на МСК се появява по време на тесен прозорец при ниски нива 

на IFNγ и преди тези нива да се повишат. Анализите, използващи IFNg-knockdown МСК 

и анти-IFNg рецепторно антитяло потвърждават, че експресията на MHC клас II изисква 

автокринна стимулация с IFNg. Понижаването на нивото на IFNγ корелира с 

понижаването на експресията на MHC клас II от МСК (J. L. Chan et al., 2006). Под 

влияние на IFNγ, мезенхимните стволови клетки от мастна тъкан и МСК от човешки 

амнион показват значително по-висок антипролиферативен потенциал върху PBMC чрез 

експресиране на маркери на непрофесионални антиген-представящи клетки (HLA-

DR+CD40med+CD54high) с възможен регулаторен фенотип (PD-L1+PD-L2+) (Kronsteiner et 
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al., 2011). CIITA (основният регулатор на експресията на MHC клас II) се индуцира само 

в МСКγ, което корелира с липсата на HLA-DR в контролните клетки и третираните с 

TNFα МСК (W. K. Chan et al., 2008). Ниски нива на CIITA транскрипти са открити в 

МСК от Wharton’s jelly третирани с IFNγ, въпреки че не е открита повърхностна 

експресия на HLA-DR. Интересно е също, че тези клетки секретират по-високи нива на 

PGE2 в сравнение с непраймираните клетки (Prasanna et al., 2010). 

 Други данни показват, че когато недиференцираните МСК се третират с IFNγ, 

повече от 90% от клетките експресират МНС клас II. МСК, диференцирани в адипоцити, 

експресират HLA-I и HLA-II слабо и не се наблюдава промяна в експресията след 

излагане на IFNg. Авторите публикуват подобни резултати за МСК, диференцирани in 

vitro в остеобласти и хондробласти (Le Blanc, Tammik, Rosendahl, et al., 2003).  

МСК могат да функционират като фагоцити и като АПК (Patel et al., 2008). Както 

вече стана ясно втората функция зависи от локалните нива на IFNγ (J. L. Chan et al., 

2006). Предишни проучвания показват, че високите нива на IFNγ водят до намалена 

експресия на MHC II върху КМ-МСК (J. L. Chan et al., 2006). При високи нива на IFNγ, 

CIITA се задържа в цитолазмата на МСК, като по този начин контролира способността 

на клетките да функционират като антиген-представящи клетки (K. C. Tang et al., 2008). 

Значението на това откритие вероятно се крие в протективният ефект на МСК намиращи 

се костния мозък. Обостреното възпаление може да доведе до потискане на функциите 

на костния мозък (Nishikawa et al., 2000). По този начин, в идеалния случай, би било 

желателно костният мозък бързо да се изчисти от инфекциозни фактори, без да се стига 

до явно възпаление. В тази връзка разположението на МСК около кръвоносните съдове 

им предоставя възможности за бързо изчистване от вредни продукти, най-вече поради 

техните свойства на антиген-представящи клетки (J. L. Chan et al., 2006). В отговор на 

представяне на антиген от МСК, се очаква имунните клетки да секретират 

провъзпалителни цитокини, включително IFNγ. При високи нива на IFNγ експресията 

на MHC II се потиска (J. L. Chan et al., 2006), което съвпада с превключването на МСК 

от имуностимулатори към имуносупресори.  

Базирайки се както на собствените ни данни, така и на изложената в 

специализираната литература информация, с увереност можем да твърдим, че WJ-МСК 

повишават експресията си на HLA-I под действието на провъзпалителния цитокин  IFNγ. 

От съществено значение би било да се изследва и експресията на MHC клас II при WJ-

МСКg, което е предвидено като обект на бъдещи наши проучвания.  
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3.3.Ефект на IFNγ върху експресията на PD-L1 

 Множество публикации водят до заключението, че имуносупресивните 

свойства на МСК не са конститутивно включени. Вместо това, обкръжаващата ги среда, 

където различни възпалителни молекули (възпалителни цитокини, като IFNγ, TNFα, и 

IL-1) секретирани от имунните клетки, насочват МСК да придобият имуносупресивен 

фенотип (Augello et al., 2005; Meisel et al., 2004; Sheng et al., 2008). Някои от факторите, 

които са съществени за имуносупресивната функция на МСК са PGE2, IL-10, PD-L1 и 

IL-6 (Uccelli et al., 2008). Кrampera et al. докладват за първи път ролята на IFNγ за 

имуносупресивните функции на МСК (Krampera, Cosmi, et al., 2006). Присъствието на 

IFNγ е от ключово значение за експресията на PD-L1 молекулата от МСК, която е част 

от имунологичния контролен пункт, за да може да се свърже с PD-1 върху T клетки и да 

се достави негативен регулаторен сигнал, водещ до инхибиране на Т-клетъчните 

пролиферация и функция (Garcia-Diaz et al., 2017).  

 Първоначално PD-1 е идентифициран като преференциално експресиран в 

апоптотични клетки (Ishida et al., 1992), като по-късно се установява, че всъщност е 

молекула, което е част от критична имунна контролна точка, регулираща антигенния 

отговор на Т и В клетките. PD-1 и PD-L1 са трансмембранни протеини тип I, които 

принадлежат към суперсемейството на имуноглобулините (Ig). PD-1 съдържа един Ig-V 

подобен извънклетъчен домен, трансмембранен домен и цитоплазмен домен с два 

тирозинови сигнални мотива: имунорецепторен тирозин инхибиторен мотив (ITIM) и 

имунорецепторен тирозин-базиран превключващ мотив (ITSM) (Ishida et al., 1992). PD-

L1 съдържа два извънклетъчни домена (Ig-V- и Ig-C-подобни), трансмембранен домен и 

къса цитоплазмена опашка, в която няма известни сигнални мотиви. За разлика от CTLA-

4, който напълно блокира костимулационния сигнал от CD28 чрез по-силния си 

афинитет към B7 молекули, PD-1 упражнява своята инхибираща роля по по-индиректен 

начин. 

 По време на активиране на Т клетките, PD-1 променя своята конформация след 

ангажиране с PD-L1 (Agata et al., 1996) или PD-L2 (Latchman et al., 2001). 

Цитоплазмената опашка на PD-1 се фосфорилира от Src кинази, като тези 

фосфорилирани тирозинови мотиви служат като свързващо масто за тирозин 

фосфатазите SHP-1 и SHP-2 . Въпреки че е установено, че както SHP-1, така и SHP-2 се 

свързват с PD-1, експерименти проведени с живи клетки разкриват, че само SHP-2 

взаимодейства с PD-1 по време на активиране на Т клетките. Свързването на SHP-2 в 
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близост до TCR отслабва ключови сигнални събития, като Lck-медиирано 

фосфорилиране на ZAP70 (Sheppard et al., 2004) и засяга ключови сигналните пътища.   

 Вероятно PD-1 повлиява множество биохимични събития свързани със 

сигнализацията на Т клетките. В допълнение, PD-1 може да инхибира функциите на Т 

клетките чрез увеличаване на експресията на транскрипционния фактор BATF, който 

може допълнително да потисне експресията на част от ефекторните гени на Т 

лимфоцитите. Функционалният резултат  от тези ефекти върху Т клетките е 

многообразен, включително инхибиране на пролиферацията, активацията, 

производството на цитокини, променен метаболизъм и евентуална смърт на 

активираните Т лимфоцити. 

 Francisco et al. демонстрират ролята на PD-L1 за поддържането, развитието и 

функционирането на inducible T regulatory cells (iTregs) (Francisco et al., 2009).  Може да 

се предположи, че по-високите нива на експресия на PD-L1 върху МСК могат 

потенциално да индуцират функционални T regs, които са силно имуносупресивни и по 

този начин позволяват на МСК да инхибират индиректно Т клетъчните имунни 

отговори.  

Много автори свързват данните от предишни проучвания за IFNγ като 

отрицателен регулатор на имунната стимулация от МСК (J. L. Chan et al., 2006; Stagg et 

al., 2006; K. C. Tang et al., 2008). Sheng et al. 2008 също изследват ролята на експресията 

на PD-L1 върху МСК (Sheng et al., 2008). В среда на активирани Т клетки, проучването 

показва повишена регулация на PD-L1 чрез медиирана от Т клетки секреция на IFNγ 

(Sheng et al., 2008). По-нататъшните проучвания с knockdown на IFNγ потвърждават 

значението на PD-L1 за имуносупресорните свойства на МСК. Интересно е, че PD-L1 

може да предизвиква както инхибиторни, така и имуностимулиращи имунни отговори 

(Dong & Chen, 2006). 

Изследването на Sheng et al. 2008 е важно за по-нататъшното разбиране на 

механизма, чрез който IFNγ може да бъде особено важен за имуносупресивните свойства 

на МСК. При излагане на стимул, като бактериална инфекция, молекулите на МНС II 

улесняват антиген-представящите свойства на МСК, което води до активиране на Т 

клетките, които от своя страна секретират IFNγ. При високи нива, IFNγ намалява 

експресията на MHC II, за да изключи способността за представяне на антиген. 

Едновременно с намалената експресия на MHC II се повишава тази на PD-L1, което 

медиира инхибиторните ефекти върху активираните Т клетки. В обобщение, работата на 

Sheng et al. 2008 предлага нов механизъм, чрез който активираните Т клетки влияят 
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негативно върху имуностимулиращите свойства на МСК. Тези данни се потвърждават и 

от други изследователи (I. K. Jang et al., 2014). 

Strauch et al. съобщават, че третирането на МСК от костен мозък с IFNγ и TNFα 

значително повишава генната експресия на PD-L1 гена (CD274), концентрацията му 

върху повърхността на клетката и неговата секреция  (Strauch et al., 2020). Нашите 

резултати потвърждават данните получени от Strauch et at. 2008 – експресията на PD-L1 

(както като процент клекти, така и като интензитет на повърхностна експресия) от МСК 

от пъпна връв се увеличава значително когато клетките се третират с IFNγ. Тези данни 

отново доказват, че възпалителната микросреда е ключов регулатор за 

имуносупресивните функции на МСК.  

3.4. Ефект на IFNg върху цитокиновата секреция на МСК 

 Подробно описано в литературата е, че IFNγ регулира секрецията на PGE2, 

HGF и TGFβ от МСК и секрецията на имуносупресивни молекули от МСК вероятно 

зависи от контакта между клетките и активираните Т лимфоцити (Liang et al., 2018). 

Разнообразните механизми, водещи до секрецията на различни цитокини от МСКg, 

тяхното in vitro и in vivo реализиране и контрол са обект на обстойни проучвания от 

различни изследователски групи.  

3.4.1. Секреция на IL-10 и TGFb от МСКγ  

Един от цитокините, които са много дискутирани в литературата по отношение на 

имуномодулаторните свойства на МСК е IL-10. Въпреки това данните за неговата 

секреция от МСК са много противоречиви, като една част от авторите откриват 

секрецията му (Ben-Ami et al., 2011; Bernardo & Fibbe, 2013; Blaber et al., 2012; Gebler et 

al., 2012; Ma et al., 2014), а другата част – не (Ivanova-Todorova et al., 2012; Kilroy et al., 

2007; Newman et al., 2009; C. W. Park et al., 2009). Съвсем логично е да се подкрепя 

концепцията, предложена от някои автори, които твърдят, че МСК секретират IL-10 в 

условия на възпаление и присъствието на цитокини (IFNγ, IL-1b и TNFα), които 

активират определени Toll-подобни рецептори върху МСК (Dazzi & Krampera, 2011; 

DelaRosa, Dalemans, et al., 2012b; Y. Shi et al., 2010). 

IL-10 е един от цитокините, които могат да оказват ефект и върху самите клетки, 

които го продуцират и заедно с TGFb е един от основните цитокини активно свързвани 

с индукцията на имунен толеранс, като за разлика от IL-10, литературните данни за 

TGFb и МСК са в голяма степен сходни.  
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 Нашите данни показаха, че под влиянието на IFNγ мезенхимни стволови клетки 

от пъпна връв намаляват секрецията си на IL-10 (статистически значимо) и увеличават 

секрецията на TGFb (без статистическа значимост, но с ясна тенденция). Справката ни 

в литературата намери данни, че подобно на TNFa, IFNγ може да потисне секрецията на 

IL-10, когато се използва в по-високи дози. Едно възможно обяснение на тези резултати 

е, че МСК бързо реагират на възпалителната среда и секретират IL-10 в големи 

количества само в началото. Németh et al. 2009 описват, че концентрацията на IL-10 е 

повишена на 6 и 12 час и след това намалява на 24 час от началото на възпалението 

(Németh et al., 2009). МСК се поляризират в имуносупресивен фенотип (МСК тип 2), 

като след силната секреция на IL-10 неговата концентрация намалява и МСК започват 

усилено да секретират други цитокини и/или растежни фактори, включително TGFβ 

(Németh et al., 2009). От друга страна, Prasanna et al. 2010 откриват, че секрецията на IL-

10 от КМ-МСК се повишава, когато клетките са праймирани с IFNγ (Prasanna et al., 2010). 

Нашите данни не проследяват секрецията на IL-10 и TGFβ във времето, но предвид 

получените резултати и противоречивата информация в литературата за секрецията на 

IL-10 от МСК, подобни изследвания ще са част от бъдещи наши проучвания.  

3.4.2. МСКγ и IDO 

 Кинурениновият път (KP) на метаболизма на триптофана е свързан с 

антимикробни ефекти и модулиране на имунните отговори. Индолеамин 2,3-

диоксигеназа (IDO) е ензим, който се индуцира от IFNγ и изчерпва триптофана, като по 

този начин инхибира пролиферацията на Т клетките. МСК не експресират IDO 

конститутивно, но неговата секреция се индуцира от IFNγ (Croitoru-Lamoury et al., 2011). 

Добре известно е, че потискащият ефект на МСК корелира със секрецията на IDO, която 

понижава пролиферацията на активирани Т клетки и NK клетки (Krampera, Cosmi, et al., 

2006). IDO е много важен за имуномодулиращата функция на МСК, което се доказва 

чрез използване на антагонисти (Ryan et al., 2007). МСК се нуждаят от достатъчно 

количество IFNγ, за да активират имуносупресивната си роля in vitro. Блокирането на 

рецептора за IFNγ напълно блокира имуносупресивния ефект на МСК, функция, 

медиирана главно от триптофан катаболизиращия ензим IDO (Sivanathan et al., 2014). 

Ефектът на IFNγ върху МСК зависи от времето и дозата. Prasanna et al. демонстрират in 

vitro, че действието на МСК е зависимо от дозата на IFNγ, като най-високата секреция 

на IDO се отчита след предварително третиране на МСК с 500 IU/ml IFNγ (Prasanna et 

al., 2010). Когато МСК се третират ex vivo с IFNγ, секрецията на IDO се отключва, което 
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им позволява да изпълняват своите имуносупресивни функции (D. S. Kim et al., 2018). 

Когато се използва анти-IFNγ антитяло, експресията на IDO е минимална, което доказва, 

че активирането на експресията на IDO е чрез използвания от IFNγ сигнален път (JAK-

STAT1) (D. S. Kim et al., 2018). Когато сигнализацията през IFNg рецепторите е 

блокирана, има значително намаляване на активността на IDO и имуносупресивните 

функции на МСК. Това наблюдение доказва важността на възпалителния стимул и в 

частност ефекта на IFNg (DelaRosa et al., 2009) .  

 В допълнение, активността на IDO (секретиран от МСК) корелира с 

диференциацията на моноцитите в IL-10 секретиращи М2 имуносупресивни макрофаги 

(CD14+/CD206+). Тези макрофаги са свързани с потискането на Т-клетъчната 

пролиферация и по този начин повишаването на имуносупресивния ефект на МСК 

(François et al., 2012).  

 Поради липса на информативна стойност и невъзможност за интерпретация, 

нашите данни за IDO не са обработени и представени. Попълването на липсващата 

информацията за секрецията на IDO от WJ-МСКγ е от важно значение за пълнотата на 

данните по темата и е предвидено като обект на бъдещи наши изследвания. Въпреки 

това множеството публикувани по темата разработки и подробно изследваните 

механизми на действие на IDO, включително и при МСКγ, са взети предвид при 

интерпретацията на данните получени в рамките на дисертационния труд.  

3.5. Ефект на МСКγ върху Т лимфоцити 

 Krampera et al. съобщава за първи път ролята на IFNγ за имуносупресивните 

функции на МСК (Krampera, Cosmi, et al., 2006). Способността на МСК да инхибират 

CD4+ Т-клетъчната пролиферация и да потискат CD8+ T и NK клетките предполага, че 

IFNg, секретиран от имунните клетки, потенциално модулира имуномодулиращата роля 

на МСК. Освен това, Sheng et al. демонстрират, че активираните лимфоцити секретират 

високи нива на IFNγ и когато МСК се култивират съвместно с IFNγ-дефицитни Т клетки, 

имуносупресивният ефект на МСК изчезва (Sheng et al., 2008).  

 За да изследваме ефекта на МСКγ върху Т лимфоцитите, решихме да проследим 

експресията на някои от важните рецептори и техните лиганди, а именно от страна на Т 

лимфоцитите – PD-1, CTLA-4 и CD158k, и от страна на МСК – PD-L1 (лиганд на PD-1) 

и HLA-I.  
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3.5.1. Ефект на МСКγ върху експресията на CTLA-4, CD158k и PD-1 от Т 

лимфоцити  

 Цитотоксичният Т-лимфоцитен антиген 4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated 

protein 4, CTLA-4) е инхибиторен рецептор, принадлежащ към подсемейството на CD28 

имуноглобулините, експресиран основно от Т клетки. Неговите лиганди, CD80 и CD86, 

обикновено се намират на повърхността на АПК и могат или да свържат CD28 или 

CTLA-4, което води до костимулационен или коинхибиторен сигнал, съответно. Поради 

своя инхибиращ ефект, CTLA-4 е решаващ регулатор на Т-клетъчната хомеостаза. 

Механизмите, чрез които CTLA-4 упражнява своята инхибиторна функция, могат да 

бъдат категоризирани като клетъчно-присъщи (засяга експресиращата CTLA-4 Т клетка) 

или клетъчно-външни (засяга вторични клетки). Изследванията от последното 

десетилетие показват, че CTLA-4 действа главно чрез конкуренцията си със CD28, 

CTLA-4-медиирана транс-ендоцитоза на CD80 и CD86 и директните му толерогенни 

ефекти върху взаимодействащата клетка.  

 При хората гените, кодиращи CD28 и CTLA-4, са разположени един до друг на 

хромозома 2q33 и техните аминокиселинни последователности споделят приблизително 

30% идентичност. CD28 е един от многото протеини, част от подсемейство на 

костимулаторни рецептори и лиганди. Всички рецептори в това семейство съдържат 

променлив извънклетъчен имуноглобулиноподобен домен, единичен трансмембранен 

домен и цитоплазмена опашка, съдържаща важни сигнални мотиви. Друг важен член на 

това семейство е рецепторът CTLA-4. Въпреки тези прилики, CD28 и CTLA-4 имат 

противоположни функции, тъй като CTLA-4 инхибира активацията на Т клетките. 

CTLA-4 също свързва CD80 и CD86 върху АПК, но с по-висок афинитет от CD28 

молекулата, като се смята, че това е един от механизмите, които CTLA-4 използва за 

противодействие на Т-клетъчната активация. 

 Свързването както на CD28, така и на CTLA-4 с CD80 или CD86 се медиира от 

MYPPPY мотив в извънклетъчния имуноглобулинов домен на рецепторите. 

Цитоплазмена опашка на CD28 съдържа няколко сигнални мотива като YXN мотива и 

YMNM мотива, които се подлагат на фосфорилиране върху тирозинови остатъци по 

време на активиране. При фосфорилиране тези сигнални мотиви свързват протеини, 

съдържащи SH2 домейн, които след свързването с SH3 от богатия на пролин мотив 

PYAP ще инициират сигналната каскада. N-терминалният YXXM мотив е не само 

характерен за CD28, но се намира и в цитоплазмената опашка на CTLA-4. 
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 CTLA-4 е тип I трансмембранен гликопротеин от суперсемейството на 

имуноглобулините, експресиран под формата на хомодимер на повърхността на Т 

клетките. И все пак, за разлика от регулаторните Т клетки, които конститутивно 

експресират CTLA-4, конвенционалните наивни CD4+  и CD8+ клетки извеждат CTLA-4 

на повърхността само след активиране (Lindsten et al. al. 1993), тъй като всички клетки, 

притежават способността да ескпресират CTLA-4, който се намира вътреклетъчно в 

покрити с клатрин везикули, позволявайки неговата бърза транслокация към клетъчната 

мембрана. 

 Установено е, че CTLA-4 – освен че има по-висок афинитет на свързване към 

CD80 и CD86 – също е в състояние да отстрани тези лиганди от клетъчната повърхност 

на АПК, което е последвано от тяхното разграждане в клетките, експресиращи CTLA-4 

– процес, наречен транс-ендоцитоза. По този начин АПК е лишена от потенциала си за 

активация.  

 Когато МСКγ се култивират съвместно с митоген-стимулирани Т клетки, 

експресията на CD28 костимулаторната молекула върху Т клетките намалява (Sivanathan 

et al., 2014). Намаленият CD28 сигнал върху Т клетките предполага, че МСКγ индуцират 

Т клетъчна анергия. Освен това, в тези съвместни култури на МСКγ и Т клетки се 

установява повишаване на CTLA-4 (Sivanathan et al., 2014). 

 Нашите данни показаха, че при ко-култивиране на PBMC с контролни 

нетретирани МСК, интензитетът на експресия (MFI) на CTLA-4 намалява значително. 

След добавянето на IFNγ, интензитетът на CTLA-4 отново значително се повишава. 

Данни на други автори също така сочат, че МСК от пъпна връв третирани с IFNg и ко-

култивирани с PBMC имат значителни промени в кинетиката и нивата на експресия на 

CTLA-4 (Prasanna et al., 2010). На база на нашите данни и информацията в литературата, 

бихме могли да спекулираме, че при липсва на IFNγ, когато МСК имат провъзпалителни 

свойства, те потискат ескпресията на CTLA-4, за да не се потисне активацията на Т 

клетките. В среда с IFNγ, MCK придобиват супресивен фенотип и повишават 

ескпресията на CTLA-4, за да се блокира Т-клетъчната активация.  

 Друг протеин, чиято експресия от PBMC изследвахме в присъствие на МСКγ 

беше KIR3DL2 (3DL2, p140, CD158k). CD158k е тип I трансмембранен протеин от 

семейството на р70 killer cell Ig-подобни рецептори (KIR). KIR се експресират върху 

CD56dimNK клетки и Т клетъчни подгрупи, където участват в идентифицирането на 

нормални и анормални клетки и регулиране на ефекторните функции на вродената 
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имунна система. KIR3DL2 се експресира в по-голяма степен върху CD4+ и CD8+ Т 

клетки, отколкото други KIR. KIR3DL2 се свързва специфично с HLA-A3 и -A11, но не 

и -A1, -A2 и -A24. След като нашите резултати показаха, че IFNg засилва експресията на 

MHC I от WJ-МСКg, логично беше да изследваме и експресията на CD158k от Т 

лимфоцити в присъствие на „праймирани“ WJ-МСК. Справката ни в литературата не 

намери информация по темата, но на база на нашите данни бихме могли да заключим, 

че IFNg не повлиява ескпресията на CD158k от Т лимфоцити. 

Третият повърхностен протеин, чиято експресия върху Т лимфоцити изследвахме 

в присъствие на WJ-МСКg беше PD-1. Молекулата на имунологичната контролна точка 

PD-L1 е решаващ регулатор на Т-клетъчния имунен отговор. Свързването на PD-L1 с 

PD-1 рецептора върху Т клетките потиска тяхната пролиферация и води до апоптоза. 

Известно е, че възпалителният цитокин IFNg води до увеличаване на повърхностната 

експресия и секреция на PD-L1, свързано с регулирано посттранслационно N-

гликозилиране, което има ключова роля в транспортирането на PD-L1 до клетъчната 

повърхност и неговата секреция от МСК (Strauch et al., 2020). Нашите резултати 

показаха, че когато МСК от пъпна връв се ко-култивират с PBMC, експресията на PD-1 

върху Т клетките намалява значително. Този резултат може да се дължи на потискането 

на Т-клетъчния имунен отговор и последващата апоптоза на Т клетките (функционален 

ефект) или наличие на секретируемата форма на PD-L1 в средата, която да се свързва с 

PD-1 върху Т лимфоцитите и технически да замаскирва неговата експресия.  

В литературата има много данни за имуномодулиращите функции на МСКγ 

върху Т клетките. Така например, когато мишки са третирани с автоложни и алогенни 

МСКγ, се наблюдава значително изчерпване на локалните възпалителни цитокини 

секретирани от Th1  (IFNg, TNFα, IL-17A и IL-6), докато Th2 цитокини IL-4 и IL-10 се 

повишават (Sivanathan et al., 2014). Публикувани са данни, които показват, че 

третирането на МСК с IFNg и TNFα повишава способността на КМ-МСК да потискат 

митоген-индуцираната лимфоцитна пролиферация и ги прави по-ефективни при 

понижаване на секрецията на IFNg от PBMC (Prasanna et al., 2010). Когато PBMC се 

култивират съвместно с КМ-МСКγ, положителният костимулиращ лиганд CD28 върху 

Т клетките изчезва, въпреки че субпопулация от CD28high лимфоцити се забелязва в 

ранните етапи на съвместната култура, но само за кратко.  
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3.5.2.  Ефект на МСКγ върху секрецията на IL-10, TGFb и IDO 

 Въпреки че няма категорично мнение за условията, при които МСК секретират 

IL-10, тяхната роля е безспорна като фактор, предизвикващ индиректно стимулиране на 

секрецията на IL-10 от други клетки. Именно заради разнопосочните данни в 

литературата по отношение на секрецията на IL-10 от МСК, сметнахме за необходимо 

да проследим неговите концентрации не само в културалните среди от WJ-МСК/WJ-

МСКγ, но и в кондиционирани среди от  WJ-МСКγ ко-култивирани с PBMC. Трябва да 

се обърне внимание, че в експерименталнта постановка, при която WJ-МСК/WJ-МСКγ 

са ко-култивирани с PBMC, не бихме могли да определим еднозначно кои клетки 

секретират детектираните IL-10 и TGFb1, а само да отчетем динамиката в секрецията на 

цитокините. Изследваните цитокини биха могли за бъдат секретирани както от WJ-

МСК/WJ-МСКγ, така и от Тh2 клетки, моноцити и др.  

 Когато измерихме концентрацията на IL-10 и TGFb в културалните среди 

събрани след ко-култивиране на PBMC с МСК в присъствие на IFNγ установихме, че 

когато PBMC се култивират с непраймирани МСК, концентрацията на IL-10 се покачва 

значително. В присъствието на IFNγ, обаче, концентрацията на IL-10 значително 

намалява. Аналогичен ефект върху секрецията на IL-10 e описан от Lotfinia et al., но КМ-

МСК не са третирани с провъзпалителни цитокини, а са предварително култивирани в 

условия на хипоксия за различен период от време. Авторите публикуват, че 

кондиционираната среда от хипоксичните КМ-МСК потиска секрецията на IL-10 от 

PBMC (Lotfinia et al., 2017).  

 Неочаквано, секрецията на противовъзпалителният цитокин IL-10 намалява, 

когато PBMC са ко-култивирани с МСК третирани с IFNγ, което обаче не влиза в 

противоречие с имуносупресивната роля на МСК в контекста на множеството 

литературни данни за плейотропно и често дори провъзпалително действие на IL-10. В 

допълнение, както вече беше споменато, има данни, че секрецията на IL-10 в условия на 

възпаление е първоначално силна, но сравнително краткотрайна като намалява на 24 час 

от началото на възпалението (Németh et al., 2009). Освен това, Laranjeira et al. 2015 

установяват, че МСК потискат експресията на IL-10 иРНК и същевременно повишават 

тази на IL-4 в стимулирани CD4+ и CD8+ Т клетки, докато нивата на TGFβ иРНК са 

намалени в CD8+ и увеличени в CD4+ T клетки (Laranjeira et al., 2015). Нашите данни 

показаха, че по време на ко-култивиране с PBMC, МСК не засилват секрецията на TGFb1 
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в присъствие на IFNγ, което може да намери своето обяснениe в сложните и 

многостранни взаимодействия между имунните клетки и МСК. 

3.6. МСК като „сензори и превключватели“ на възпалението 

МСК експресират много имунни модулатори при различни условия. Някои от тях 

се експресират както в покой, така и в активирано състояние, включително PGE2, iNOS, 

TGFβ, IL-10, HGF, CD39 и CD73, галектини, CCL2, TSG6 (открива се главно когато МСК 

се култивират под формата на сфери) и IL1RA. Други се експресират само в активирано 

състояние, включително IDO, PD-L1 и PD-L2 и протеини, свързани със системата на 

комплемента. Обратното, HO-1 се експресира главно в състояние на покой и намалява 

рязко когато МСК се активират. Въпреки това, всички те се регулират от 

провъзпалителни фактори по начин, който е зависим от концентрацията (Фигура 31). 

Данните показват, че ниските нива на PGE2 и HLA-G имат провъзпалителен ефект, 

докато високите нива имат противовъзпалителни ефекти.  

MSC могат да „усетят“ сигнали за опасност чрез различни рецептори (като TLR) 

и също така да реагират на прекомерно високи провъзпалителни сигнали чрез рецептори 

за TNFα, IFNγ и IL-1β. В зависимост от типа или силата на сигнала, МСК секретират 

цитокини за стимулиране или потискане на имунните отговори, чрез които поддържат 

имунния баланс. 

 
Фигура 31. МСК като „сензори и превключватели“ на възпалението 

 

Описаните от нас резултати за екпресията на PD-L1 и HLA-I от WJ-МСКγ, както и 

тази на PD-1 и CTLA-4 от Т лимфоцити, в комбинация с данните ни за IL-10 и TGFβ 

потвърждават идеята, че МСК се активират от провъзпалителния цитокин IFNγ и 
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придобиват имуносупресивен фенотип. В контекта на получените данни, е важно да се 

вземат предвид сложните и многостранни взаимодействия между МСК и имунните 

клетки, като бихме могли да обобщим, че в зависимост от условията на средата, вида и 

концентрацията на цитокините в нея, МСК могат да стимулират или потискат имунния 

отговор.  

4. Терапевтични перспективи и предизвикателства на МСКγ 

Мезенхимните стволови клетки имат голям потенциал за лечение на много 

заболявания. Те биха могли да бъдат насочени към местата на възпаление, където да 

упражнят своят ефект. В тази връзка са публикувани не малко проучвания свързани с 

терапевтичния потенциал на „праймирани“ с възпалителни цитокини МСК. Така 

например, няколко доклада посочват, че терапевтичните ефекти на алогенните и 

автоложните МСКγ са доста противоречиви in vivo и една от причините е, че МСКγ 

експресират повече MHC клас II молекули, което ги прави вероятно по-имуногенни. 

Установено е, че по време на алотрансплантация, инфузията на алогенни МСК, 

комбинирана с имуносупресивното лекарство микофенолат мофетил (MMF), удължава 

преживяемостта на присадката (Eggenhofer et al., 2011). Eggenhofer et al. предполагат, че 

засиленият имуносупресивен ефект на МСК/MMF се дължи на факта, че MMF не 

променя производството на IFNg от активирани Т клетки и серумните нива на IFNg in 

vivo. От друга страна, смесването на МСК и CsA (циклоспорин А), който напълно 

блокира производството на IFNγ от Т клетките, води до по-слабо ефективно потискане 

на имунните отговори (Eggenhofer et al., 2011). 

МСК, предварително третирани с IFNγ, са използвани като терапевтично 

средство при колит, предизвикан от декстран натриев сулфат (DSS) и тринитробензен 

сулфонат (TNBS) при мишки. Мишките, третирани с МСКγ, имат по-слабо развита 

клинична проява на DSS-индуциран колит. Мишките, третирани с МСКγ, също имат по-

високо тегло, по-нисък резултат за тежестта на колита и по-добра степен на 

преживяемост от нелекуваните животни. Освен това, серумните нива на амилоид А 

протеин и нивата на локални провъзпалителни цитокини в тъканите на дебелото черво 

са значително по-ниски след прилагането на МСКγ. В допълнение, МСКγ имат по-добра 

миграционна способност от нетретираните с IFNγ клетки. Праймирането на МСК с IFNγ 

повишава способността им да инхибират Th1 про-възпалителния имунен отговор, което 

води до по-слабо увреждане на лигавичната тъкан (Duijvestein et al., 2011). 
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Болестта присадка срещу гостоприемник (GVHD), медиирана от донорни Т 

лимфоцити след алогенна трансплантация на хематопоетични стволови клетки, е 

свързана с висока смъртност. МСК могат да се използват като лечение за GVHD заради 

способността им да потискат пролиферацията на донорните Т клетки. Необходими са 

достатъчни нива на IFNγ за активиране на имуносупресивното поведение на МСК, 

потвърдено in vivo при GVHD. Алогенните МСК, инжектирани по време на 

трансплантация на костен мозък, са неефективни поради ниските серумни нива на IFNγ 

(Polchert et al., 2008). Когато мишките са третирани с IFNγ-/- Т клетки, те не реагират на 

лечението с МСК и развиват GVHD. За разлика от тях, МСКγ се активират бързо и 

потискат GVHD по-ефективно. Когато МСКγ са били прилагани по време на 

трансплантацията на костен мозък, те са били в състояние да предотвратят смъртността 

от GVHD (100% преживяемост). Активирането на МСК зависи от нивото на експозиция 

на IFNγ, като по-високата експозиция корелира с по-успешно потискане на GVHD 

(Polchert et al., 2008). 

Когато мишки са съвместно трансплантирани с човешки PBMC и МСКγ, при 

животните се наблюдава по-добър процент на преживяемост в сравнение с мишки, 

трансплантирани само с PBMC. Освен това, комбинираната трансплантация на човешки 

PBMC и МСКγ ефективно намалява клиничните симптоми и инфилтрацията на имунни 

клетки в кожата и дебелото черво на GVHD мишки. МСКγ се локализират в тъканите на 

тези GVHD мишки и успешно изпълняват своите имуносупресивни функции чрез 

секрецията на IDO (D. S. Kim et al., 2018). 

Предварително активираните МСК възстановяват еластичността на 

заздравяващите рани на възрастните мишки до тази характерна за млади организми. 

МСКγ проявяват ефекта си чрез макрофагите на гостоприемника. Този ефект се дължи 

на свойството на МСК да пренасочват провъзпалителните макрофаги към алтернативно 

активирания макрофагов фенотип, при който имат по-силни репаративни свойства, 

повишена секреция на IL-10 и способност да потискат производството на 

провъзпалителните цитокини IL-1β и IL-17 (S. Lee et al., 2013). 

В миши модел на системен лупус еритематозус (SLE), КМ-МСКγ са в състояние 

да инхибират антиген-зависимата пролиферация на В клетките в плазматични клетки 

във фоликуларните и маргиналните зони in vitro. Този ефект е зависим от IFNγ и се 

медиира от клетъчен контакт с участието на PD-1/PD-L1 пътя (Schena et al., 2010). 

Както вече стана ясно, МСК имат нужда от възпалителен процес, за да проявят 

своята имуносупресивна функция. В изцяло алогенен модел, трансплантирани сърца са 
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отхвърлени рано, когато реципиентите са предварително третирани с МСК, поради 

активиране на Т клетки in vivo. Когато условията са настроени към възпаление с високи 

дози конканавалин А (ConA) или провъзпалителни цитокини IFNγ, IL-2 или TNFα, МСК 

са в състояние да инхибират пролиферацията на Т клетките, като ефектът е дозозависим 

(Renner et al., 2009). 

МСКγ може да се използват като потенциално лечение и за инсулт. Лечението с 

МСКγ води до значително функционално възстановяване при животински модели. 

Лечението с МСКγ потиска индуцирания от хипоксия провъзпалителен фенотип на 

микроглията по-ефективно, отколкото с неактивирани МСК. От важно значение е също 

така фактът, че използването на МСКγ води до привличане и диференциация на 

олигодендроцитни прогениторни клетки в миелин-продуциращи олигодендроцити in 

vivo.  

Нашата справка в https://clinicaltrials.gov откри 390 активни действащи клинични 

изпитвания базирани на терапии с мезенхимни стволови клетки, като голямата част от 

проучванията изучават имуномодулаторното действие на МСК при автоимунни 

заболявания. Засега терапевтичните подходи базиращи се на предварително активирани 

с възпалителни цитокини МСК се ограничават до животински модели, но нашите и 

публикуваните по темата резултати биха могли да помогнат на учените и клиницистите 

да получат по-добра представа за трансформациите на МСК при възпалителни 

състояния и да се приближат към разработването на по-ефективни терапии на 

заболявания, базирани на лечение със стволови клетки. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ	
 

Вече десетилетия след откриването им, биологията на стволовите клетки все още 

крие своите тайни и вълнува умовете на изследователите. Твърде дълъг период измина 

от времената на „родоначалната стволова клетка в костния мозък, която дава начало на 

целия хематопоетичен ред”.  Множество изследвания и открития установиха, че това е 

само малка част от пъзела, в който участват стволовите клетки и с времето стана ясно, 

че те са твърде хеторогенна популация по отношение на тяхната „стволовост”, произход, 

видове и функции. Отдавна вече е известно, че регенеративната функция далеч не е 

единственото свойство на стволовите клетки и с времето акцентът силно се измести към 

техните нови и вълнуващи качества, свързани с  потенциал за иновативни терапевтични 

подходи.  

Един от представителите на стволовите клети, а именно мезенхимните стволови 

клетки с времето се открои като обещаваща възможност, чрез реализация на 

имуносупресивните си функции да бъде едно ново „оръжие” в борбата с болести, където 

имунната система от приятел се превръща във враг. 

  Автоимунните заболявания представляват едно от най-сериозните медицински 

предизвикателства в съвременния свят, засягайки приблизително 5-8 % от човешката 

популация и водейки до трайна инвалидизация, скъсена продължителност и увредено 

качество на живот. Терапията на автоимунните заболявания, въпреки огромния 

напредък с приложението на биологични средства, все още е съществен проблем поради 

множеството странични ефекти на медикаментите. От тази гледна точка мезенхимните 

стволови клетки се явяват потенциална алтернатива, теоретично способна да промени 

лечнието както по отношение на неговата ефективност, така и по отношение на 

страничните ефекти.  

Дълги години МСК бяха разглеждани и изучавани именно в този контекст – като 

субект, който активно действа и супресира клетките на имунната система. Множество 

по-нови данни, обаче обръщат внимание на факта, че in vivo, мезенхимните стволови 

клетки се явяват и обект на действие от страна на множество клетки, осъществяващи 

преки контакти с тях и особено от страна на множество цитокини, основно свързани с 

тъканно възпаление. Именно „двустранният разговор” в много голяма степен определя 

и дуалистичната природа на МСК в процеса на възпаление и неговия контрол. 
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Идеята на настоящата дисертация беше да разгледа мезенхимните стволови 

клетки именно по този начин – като обект на въздействие от ключовия цитокин за 

„възпалителната среда”  IFNγ, както и последствията за МСК и клетките на имунната 

система, които са под тяхно действие.  Ние вярваме, че без да се обърне внимание на 

„кръстосания разговор”, имуносупресивните действия на МСК биха останали само in 

vitro феномен. Надяваме се тази дисертация да бъде една, макар и малка стъпка в посока 

многопластовото изследване на мезенхимните стволови клетки и тяхната роля в 

сложните процеси на имуногенност и толеранс. 
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ИЗВОДИ	
 

1. Под влияние на IFNγ се наблюдава промяна в морфологията на МСК изолирани 

от пъпна връв.  

 

2. Под влияние на IFNγ се наблюдава засилена клоногенна ефективност на МСК 

изолирани от пъпна връв, както и скъсяване на времето им за популационно 

удвояване. 

 

3. Под влияние на IFNγ МСК изолирани от пъпна връв губят своята способност за 

остеогенна и адипогенна диференциация. 

 

4. Под влияние на IFNγ се наблюдава по-интензивен процес на апоптоза. 

 

5. Под влияние на IFNγ се наблюдава засилена експресия на PD-L1 и HLA-I и 

намалена секреция на IL-10, което дава основание да приемем, че IFNγ повлиява 

способностите на МСК по посока имуномодулация.  

 

6. По отношение на влиянието на IFNy върху Т лимфоцитите установяваме 

намалена експресия на PD-1. 

 

7. Под влияние на третирани с IFNy МСК изолирани от пъпна връв и ко-

култивирани с периферни кръвни мононуклеарни клетки се установява намалена 

секреция на IL-10. 
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ПРИНОСИ	
 

I. Приноси с оригинален характер 

1. За първи път в научната литература е описана промяна в клоногенната 

ефективност на WJ-МСК по влияние на IFNg. 

2. За първи път в научната литература е описана промяна в популационното 

удвояване на WJ-МСК по влияние на IFNg. 

3. За първи път в научната литература е описано въздействието на IFNg върху WJ-

МСК по отношение на тяхната способност да променят PD-1 експресията на 

повърхността на Т клетките.  

II. Приноси с потвърдителен характер 

1. Потвърдено е описаната повишена експресия на PD-L1 от WJ-МСК под 

влияние на  IFNg. 

2. Потвърдено е описаната повишена експресия на HLA-I от WJ-МСК под 

влияние на  IFNg. 

3. Потвърдено е, че в резултат на ко-култивиране на МСК с PBMC се наблюдава 

промяна на IL-10 секрецията.  

III. Приноси с дискутабилен характер 

1. В съответствие с нашите резултати се дискутират противоречивите данни за 

влиянието на IFNg върху морфологията на  МСК. 

2. В съответствие с нашите резултати се дискутират противоречивите данни за 

влиянието на IFNg върху апоптозата на  МСК. 

3. В съответствие с нашите резултати се дискутират противоречивите данни за 

влиянието на IFNg върху остеогенната и адипогенната диференциация на  

МСК. 

4. В съответствие с нашите резултати се дискутират противоречивите данни за 

влиянието на IFNg върху цитокиновата секреция на  МСК. 
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