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ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ:  

На кирилица 

ААт – Автоантитела 

АНА – Антинуклеарни автоантитела 

АТ-МСК – Мезенхимни стволови клетки от адипозна тъкан  

МСК – Мезенхимни стволови клетки  

ПКМК – Периферни кръвни мононуклеарни клетки  

РА – Ревматоиден артрит 

РФ – Ревматоиден фактор 

На латиница 

ACPA – Antibodies against Citrulinated Protein Antigens 

Anti-CCP – Antibodies against Cyclic Citrulinated Protein  

CRP – C Reactive Protein  

IFN-γ – Interferon gamma 

IL – Interleukin 

sVEGF-A – soluble Vascular Endothelial Growth Factor 

PGE2 – Prostaglandin E2 

IDO – Indoleamine 2,3-dioxygenase 

FoxP3 – Forkhead box Protein 3 

RORc – Related Orphan Receptor C 

ELISA – Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

TCR – T helper Cell Receptor 

TGF-β – Transforming Growth Factor beta 

Th cell – T helper cell 

TNF-α – Tumor Necrosis Factor-α 

Tregs – T regulatory cells  

MHC – Major Histocompatibility Complex 
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1. ВЪВЕДЕНИЕ 

Последните няколко десетилетия са белязани от значимо увеличаване на ав-

тоимунни заболявания, които, обобщено, включват голям брой състояния с раз-

нолики клинични изяви и полиорганни поражения, но с една обща черта – имунна 

дисрегулация и автодеструкция. Това поражда нуждата от модерни и усъвър-

шенствани терапевтични стратегии. На този фон добре се открояват и мезен-

химните стволови клетки (МСК), които наред със способността си за самооб-

новление, пролиферация и диференциация секретират редица разтворими фак-

тори с имуносупресивна функция. МСК от години попадат в полезрението на уче-

ните и широко се дискутира потенциалното им приложение като средство за 

терапевтично повлияване при широк спектър заболявания. Терапевтичната 

полза от МСК при автоимунните възпалителни заболявания бихме могли да тър-

сим в потенциала им да осъществяват имунна супресия и да регулират имунния 

отговор. 

Откриването и успешното внедряване на нови терапевтични агенти е фа-

садата, но зад нея се крие строен фундамент от теоретична и експериментална 

дейност, чиято цел е да разшифрова ключовите аспекти и етапи на едно заболя-

ване и да интерпретира податливостта на определени ключови „точки” към 

действието на потенциално приложими терапевтични агенти in vitro и/или чрез 

клинични изпитвания. В този контекст, настоящият дисертационен труд заема 

междинно положение между фундаменталния научен подход и бъдещите прак-

тически терапевтични подходи. Той е ориентиран към in vitro изучаване влияни-

ето на разтворими фактори, налични в среди на мезенхимни стволови клетки 

върху добре установени таргетни лимфоцитни субпопулации, играещи ключова 

роля в патогенезата на ревматоидния артрит, каквито са Тreg и Тh17 хелпер-

ните лимфоцити. Също така се проследява и промяната в секрецията на клю-

чови цитокини като TGF-β, IL-10, TNF-a, IFN-γ, IL-6, IL-17, IL-2, IL-23 и други ме-

диатори при наличие на провежданата терапия.  

В по-широк план, дисертационният труд представя и един „многоизмерен” 

поглед към комбинираното и адитивно паракринно действие на множество раз-

лични секреторни молекули върху множество от имунни клетки и ефекторни ме-

ханизми в контекста на имунна дисрегулация, характерна за ревматоидния арт-

рит.  
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2. ЛИТЕРАТУРЕН ОБЗОР 

2.1. Мезенхимни стволови клетки 

Регулацията на имунния отговор е сложен, противоречив и многопластов 

процес, който цели да запази имунологичната хомеостаза и да предотврати 

евентуалното развитие на автоимунитет. В процеса на имуномодулация роля 

играят множество имунокомпетентни клетки, като натрупаните данни потвър-

ждават, че в опазването на имунния толеранс в немалка степен са въвлечени и 

популации от клетки с нелимфоиден произход. Най-важните от тях са мезен-

химните стволови клетки, дендритните клетки и миелоидните супресорни 

клетки. 

2.1.1. Основна характеристика на мезенхимни стволови клетки 

Мезенхимните стволови клетки се дефинират като популация от неди-

ферeнцирани мултипотентни фибробласт-подобни клетки. За първи път са 

били изолирани от костен мозък, където те подпомагат хемопоезата. МСК са 

клетки с вретеновидна форма, притежаващи способност за самообновяване, 

пролиферация и клоногенност. Поради факта, че култивирани МСК пролифе-

рират като адхерентни колония-образуващи клетки, в началото те са били ха-

рактеризирани от Friedenstein като колония-образуващи фибробласти (Castro-

Manrreza еt Montesinos, 2015; Caplan, 2017). МСК притежават способността да 

се диференцират в клетки от мезодермалния слой – остеобласти, хондроцити, 

миоцити и адипоцити. Също така те са способни да се диференцират и в клетки 

от екто- и еднодермалния слой, като например нервни клетки, хепатоцити и 

др., процес, обозначаван като трансдиференциация (Kopen et al., 1999, 

Pittenger, 1999). МСК могат да бъдат изолирани от множество тъкани, сред 

които костен мозък, мускулна тъкан, мастна тъкан, дентална пулпа, плацента, 

сухожилия, синовиална и амниотична течност. Според минималните критерии 
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на ISCT (International Society of Cellular Therapy), за да се дефинира една кле-

тъчна популация като МСК, е необходима положителна експресия на повърх-

ностните маркери CD105, CD90, CD73, CD44 при не по-малко от 95% от клет-

ките и при поне 95% от тях отрицателна експресия на хемопоетични маркери 

CD45, CD34, CD11b, CD14, CD19 и HLA-DR (Dominici et al., 2006). 

2.1.2. Локализация и физиологична рола на МСК  

Важно е да се отбележи, че МСК сами по себе си са обект на цитокинова 

регулация и не проявяват конститутивно пълния си набор от имуносупресивни 

свойства. В литературата съществуват данни, че МСК придобиват това свойс-

тво след подходящо активиране („праймиране”), способствано от определени 

проинфламаторни цитокини (IFN-γ в комбинация с TNF-α) (Ren et al., 2008). 

Свойствата на имунорегулация и модулация, оказвани от МСК, могат да бъдат 

разглеждани в контекста на тяхната основна физиологична роля, а именно да 

подпомагат процеса на хемопоеза, ангиогенеза, както и да участват в процеса 

на тъканна регенерация и зарастване на рани. В трабекуларната част на кост-

ния мозък МСК, заедно с незрелите прогенитори и прекурсори на клетките на 

основите кръвни редове, обособяват т.нар. хемопоетична ниша. Диференци-

райки се в перицити, миофибробласти и други стромални клетки, МСК създа-

ват подходяща микросреда, благоприятстваща хемопоезата. Същевременно 

МСК оказват инхибиращ ефект върху някои от хемопоетичните прогениторни 

клетки, задържайки ги в Go/G1 фаза на клетъчния цикъл, като по този начин 

съхраняват резерви от недиференцирани хемопoeтични прогениторни клетки. 

Съществуват данни, че МСК предпазват хемопоетичните прогениторни 

клетки от апоптотични стимули (Bocelli-Tyndall et al., 2006). Някои aвтори съ-

общават, че терминално диференцираните МСК, като например фибробласти, 

хондроцити и фибробласт-подобни клетки, под действието на IFN-, унасле-

дяват антипролиферативните свойства на своите прогенитори и способността 

им да потискат Т-клетъчния отговор (Haniffa et al., 2007). Подкрепяйки идеята, 
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че всички стромални клетки, в различни степени на диференциация, проявяват 

антипролиферативни свойства, Parsonage еt al. изказват хипотезата, че стро-

малните съединителнотъканни клетки поддържат хомеостазата на перифер-

ните левкоцитни популации (Parsonage et al., 2005). 

МСК имат и свои собствени ниши в периваскуларните пространства, 

oчертаващи съдовете на микроциркулацията от външната страна, като по този 

начин те имат „достъп“ до почти всички тъкани и възможност за комуникация 

с различни клетъчни типове. МСК експресират редица хемокинови рецептори 

(CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR7, CCR8, CCR9, CXCR4, CXCR5, CXCR6), 

което им дава възможността да осъществяват миграция в посока на повиша-

ваща се хемокинова концентрация. Локалното възпаление и тъканната дест-

рукция водят до отделяне на хемокини. Под влиянието на повишения хемоки-

нов градиент, МСК се преселват в местата на тъканна увреда и взаимодейст-

вайки си с клетките на имунната система, спомагат за модулацията на възпа-

лителния отговор и тъканната регенерация – чрез директен клетъчен контакт 

и/или чрез продукцията на разтворими фактори, като например TGF-β и IL-10. 

2.1.3. Механизми на имуносупресия  

МСК оказват своя имуносупресивен ефект на различни нива посредством 

взаимодeйствиe с клетки на вродения и придобития имунeн отговор (Jacobs et 

al., 2013). Те са слабоимуногенни, поради ниска експресия на класически мо-

лекули от MHC клас I и II. Не експресират костимулаторни молекули от B7 

комплекса (CD80/CD86), за тях е по характерна експресията на инхибиторните 

лиганди като Program Cell Death Receptor Ligand-1, 2 (PD-L1/2) или B7-H1. По 

литературни данни МСК могат да потискат T-клетъчната активация и проли-

ферация в присъствието на митогенни или антигенни стимули (Aggarwal еt 

Pittenger, 2005). Освен това МСК повлияват косвено Т-клетъчния отговор чрез 

потискане на диференцияцията на моноцитите в зрели дендритни клетки и на-

маляване експресията на костимулаторните CD80/86 повърхностни молекули, 
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което засяга способността им за антигенно представяне (Sotiropoulou et al., 

2006). МСК могат да индуцират апоптоза във вече активирaни Т-ефекторни 

клетки. Под тяхно влияние настъпва намаление в продукцията на IFN-γ от Th1 

ефекторните лимфоцити, докато за продукцията на IL-4 от Th2 в присъствието 

на МСК данните са противoречиви (Ghannam et al., 2013). МСК спират дифе-

ренциацията на наивни СD4+ Т-лимфоцити в посока Тh17, както и инхибират 

продукцията на проинфламаторните IL-17, IL-22, IL-6, IFN-γ, TNF-α от дифе-

ренцирани Th17 клетки (Luz-Crawford et al., 2013). МСК стимулират и дифе-

ренциацията на наивните Т-лимфоцити в посока към регулаторни CD4+FoxP3+ 

Тregs. МСК потискат и B-лимфоцитната пролиферация, активация, както и 

имуноглобулиновата продукция. Наблюдава се стопиране в G0/G1 фаза от кле-

тъчния цикъл на В-клетките (Rosado et al., 2015). Също така е потисната и тях-

ната миграция поради намалена експресия на хемокинови рецептори – 

CXCR4, CXCR5, CCR7 (Corcione et al., 2006). МСК оказват и негативно влия-

ние върху цитокиновата секреция, цитотоксичността и пролиферацията на NK 

клетките, като в механизма на супресия се подозира участието на некласичес-

ките МHC молекули (HLA-G, експресирани от МСК), както и секрецията на 

индоламин, диоксигенaза (IDO), ТGF-β и простагландин Е2 (PGE2) (Castro-

Manrreza et al., 2014). 

Имуносупресивните си ефекти МСК осъществяват или чрез директен кле-

тъчен контакт, или посредством паракринното действие на секретирани разт-

ворими фактори.  

2.1.3.1. Молекули, експресирани от МСК, осъществяващи  

контакт-обусловено имуносупресивно действие 

За да инициират директен клетъчен контакт с таргетните клетки, МСК ек-

спресират някои адхезионни молекули като например VCAM-1, ICAM-1, 

ICAM-3 и ендоглин (CD105) (Krampera et al., 2006). Основен контактен спо-

соб, използван от МСК за осъществяване на супресия и имуномодулация, е 
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взаимодействието между PD-L1 и PD-L2, експресиран върху МСК и PD-1 ре-

цептора върху таргетната клетка. Ефектът на супресия се осъществява чрез по-

тискане на AKT/mTORC и NF-kb сигналните пътища, имащо за последствие 

потиснат клетъчен протеинов синтез, понижена продукция на активационния 

IL-2 и увеличена апоптоза. Тъй като широк набор от имунни клетки (Т- и B-

лимфоцити, NK клетки и макрофаги), както и ендотелните клетки експресират 

PD-1, МСК могат да модулират имунния отговор на множество нива. PD-1/PD-

L1 взаимодействието освен че потиска оцеляването, пролиферацията и цито-

киновата продукция на активираните Т-ефекторни лимфоцити, също така 

тласка диференциaцията на CD4+ Т-лимфоцити в посока към популация от Т-

регулаторни лимфоцити, отличаващи се по експресията на транскрипционния 

фактор FoxP3 и секретиращи IL-10 и TGF-β. Влиянието на МСК върху Тregs 

от здрави донори e добре установен  и изучен процес.  

2.1.3.2. Секреторни молекули, продуцирани от МСК, осъществяващи 

имуносупресивно действие 

В контекста на своята физиологична роля МСК могат да секретират по-

вече от 30 различни секреторни молекули: цитокини, хемокини, ектоензими и 

др. Тяхното действие върху имунните клетки, и в частност върху пула на Т-

хелперните лимфоцити, не би могло да бъде характеризирано като еднопо-

сочно. Разнопосочни наблюдения са налични в литаратурата както по отноше-

ние на самостоятелното действие на отделните разтворими фактори, така и 

върху комбинирания им ефект. Ако трябва да бъде обобщено посредством ши-

роко възприетия дихотомен подход за класификация на про- и антиинфлама-

торна активност, въздействието на средите от МСК върху Т-хелперния ком-

партмент би могло да се определи в по-голяма степен като имунорегулаторно. 

В настоящия литературен обзор са разгледани само някои секреторни фактори 

с добре установено имунорегулаторно действие. 

➢ Transforming Growth Factor β (TGF-β)  

Справка в литературата показва, че чoвешки МСК (чМСК) oт различни 

източници мастна тъкан (Melief et al., 2013), костен мозък (Brunel et al., 2016), 

пъпна връв (Zhou et al., 2011) конститутивно секретират TGF-β. 
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ТGF-β е цитокин, член от семейството на разтворимите медиатори, включ-

ващ TGF-β, активини, инхибини и множество протеини, определени като костно-

морфогенни протеини (BMP), растежни и диференциращи фактори. 

TGF-β се състои от три изоформи: TGF-β1, TGF-β2 и TGF-β3. Той често е 

причисляван функционално към групата на имуносупресивните цитокини, 

каквито са IL-10 и IL-35, но ако трябва коректно да опишем действието му, то 

е плейотропно и включва регулиране на фундаментални клетъчни функции 

като пролиферация, диференциация и апоптоза (Gordon еt Blobe, 2008). Спек-

търът на функциите му е сравнително широк: влияе на диференциацията и про-

лиферацията на Т-хелперните лимфоцити, стимулира нео-ангиогенезата и 

фибробластната пролиферация (Тaylor, 2009), има важно влияние върху орга-

ногенезата, костното ремоделиране, а също така и върху тромбопоезата.  

TGF-β се синтезира в неактивна форма, наречена пре-про-TGF-β комп-

лекс. TGF-β е свързан с димерен пропротеин (Latency associated peptide, LAP) 

и комплексът TGF-β/LAP се свързва с латентен TGF-β-свързващ протеин 

(LTBP). След секретирането му LTBP/LAP/TGF-β комплексът се свързва с ко-

лаген тип 2 и 4, както и с други съединителнотъканни матриксни протеини 

(Тaylor, 2009; Annes, 2003). За освобождаването на TGF-β са необходими ниско 

pH, протеoлитични ензими и свързване към клетъчни рецептори (Nakamura et 

al., 2004; Chen et al., 2008). Свързването на TGF-β със съответните му рецеп-

тори води до директно фосфорилиране на SMAD2 и SMAD3, образуващи хето-

родимери със SMAD4 (Li et Flavell, 2008; He et al., 2006). Хетеродимерните 

комплекси се транслоцират към ядрото, където упражняват своето действие, 

регулирайки транскрипцията на таргетни за тях гени. Свързването на TGF-β с 

неговите рецептори води по SMAD независим механизъм за активирането на 

RAS-extracelluar signal-regulated kinase (Erk), TGF-β-activated kinase-mitogen-

activated protein kinase (MAPK), kinase 4-c- Jun N-terminal kinase (TAK-MKK4-

JNK), TAK-MKK3/6-p38, Rho-Rac-cdc42 MAPK и phosphatidylinositol 3-kinase 
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(PI3K)-Akt път (Derynck et Zhang, 2003; Yu, 2002), имащи влияние върху мета-

болизма и дележния цикъл на клетката. TGF-β осъществява имунорегулаторно 

действие върху широк спектър от имунни клетки.  

Един от най-важните аспекти от ефекторното действие на TGF-β върху Т-

хелперните лимфоцити е способността му да потиска продукция им на IL-2 

(Brabletz et al., 1993), механизъм, обясняващ силното антипролиферативно 

действие на TGF-β (Аyoub еt Yang, 1996). Инхибиторният ефект на TGF-β e 

насочен едновременно към блокиране на продукцията на IL-2 и на сигнално-

трансдукционните пътища, активирани под действието на IL-2 (Belladonna et 

al., 2008). Друг аспект от антипролиферативното действие на TGF-β върху Т-

хелперните лимфоцити е активирането на циклин-зависимите киназни ихиби-

тори (CKIs): p15, p21, p27 и потискането на промотори на клетъчни цикъл като 

C-myc, cyclin D2, CDK2 и cyclin E (Hannon еt Beach, 1994; Wolfraim et al., 2004, 

Polyak et al., 1994). TGF-β потиска T-клетъчната пролиферация на наивните Т-

хелперни клетки по-силно, отколкото тази на активираните Т-хелпери. Това 

може да бъде обяснено с намалена експресия на TGF-β II рецепторната субеди-

ница при активираните CD4+ T-лимфоцити (Cottrez et Groux, 2001). ТGF-β 

оказва влияние върху посоката на диференциация на наивните Т-хелперни 

лимфоцити посредством потискане на транскрипционните фактори T-bet, 

STAT1, STAT4 (определящи Тh1 фенотип), както и потискане на Тh-2 свърза-

ните GATA3 и STAT6.  

TGF-β регулира и инхибира съзряването на дендртитните клетки (ДК) 

(Strobl et Knapp, 1999) и потиска процеса на антигенна презентация, осъщест-

вяващ се по автокринен механизъм, посредством продукцията на IDO от ДК 

(Belladonna et al., 2008). Въздействието на TGF-β върху макрофаги, посредст-

вом активиране на SMAD3, индуцира продукцията на азотен оксид синтетаза 

и матриксна металпротеиназа 1. Те от своя страна водят до поляризация на 

макрофагите в толерогенен фенотип по автокринен механизъм. Освен това 

TGF-β инхибира MyD88, което води до потисната TLR сигнализация (Werner 
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et al., 2000; Naiki et al., 2005). Процесът на фагоцитоза на апоптотични клетки 

от макрофаги е също механизъм, водещ до индукцията на TGF-β (Fadok et al., 

1998). TGF-β има супресивно действие върху NK клетки, мастоцити, грануло-

цити и също така инхибира CD8+ Т-клетъчната пролиферация (Laouar et al., 

2005).  

TGF-β активира транскрипционните фактори RORc и FoxP3, отговорни за 

насочване на клетъчната програма в посока Th17 или iTreg фенотип. TGF-β-

медиираната FoxP3 експресия се регулира от различни фактори. IL-2/STAT5 

сигналът е съществен фактор за iTreg генериране (Davidson et al., 2007; Yao et 

al., 2007; Burchill et al., 2007).  Сигналните пътища Notch и TGF-β съвместно 

регулират експресията на FoxP3 и регулаторната поддръжка на Т-клетките 

(Samon et al., 2008). Ако трябва да обобщим, действието на TGF-β се състои в 

блокиране на пролиферацията на ефекторните Т-лимфоцити и стесняване на 

възможностите за активирането на клетки, секретиращи IL-10. Ефектите му са 

свързани с намалена способност за антигенна презентация и понижена експре-

сия на костимулаторни молекули.  

➢ IL-10 

Данните, натрупани в литературата, показват липса на дефинитивен кон-

сенсунс по отношение на секрецията на IL-10 от чМСК. IL-10 традиционно се 

разглежда като основoполагащ имуносупресивен цитокин, основен участник в 

процеса на поддържане на имунен толеранс в периферията. Действието на IL-

10 e добре описано и познато, поради което ще бъдат представени най-важните 

и съществени детайли, характеризиращи антиинфламаторното действие на IL-

10. IL-10 потиска секрецията от страна на моноцитни и дендритни клетки на 

редица проинфламаторни цитикини като TNF-α, IL-1, IL-12, IL-8 (Kyurkchiev, 

2014) и води до увеличение на секрецията на IL-1 и TNF-α рецепторни антаго-

нисти. Най-съществено е действието на IL-10 върху миелоидни клетки, пос-

редством STAT3 медиирана активация, намалява експресията на костимула-



Дисертационен труд, д-р Георги Василев, 2021 

- 16 - 

торни молекули, катo B7 комплекса, и потискане експресията на кореспонди-

ращия му рецептор – CD28, върху Т-хелперни лимфоцити (Mann et al., 2007). 

Намалената експресия на костимулаторни молекули в съгласие с принципите 

на трисигналния модел за Т-клетъчна активация може да насочва диференци-

ацията на Т-хелперните лимфоцити в посока Тreg, IL-10+ Тr1 или да индуцира 

клонална анергия. Генерирането на имуносупресивни Т-хелперни клетки ин-

дуцира толерогенни дендритни и моноцитни клетки, получава се затворен 

кръг, при който имуносупресивни клетки пораждат други имуносупресивни 

клетки – процес, известен като инфекциозен толеранс. В този процес IL-10 иг-

рае основна роля.  

➢ IL-6 

Литературните данни потвърждават секрецията на IL-6 от човешки МСК 

както конститутивно, така и след активация на МСК oт цитокини като IL-1β, 

IFN-γ. IL-6 е цитокин с плейотропно действие, принадележащ към IL-12 су-

персемейството. Физиологичното действие на IL-6 се осъществява посредст-

вом свързването му с мембранно-експресирания IL-6-рецептор върху клетките 

и впоследствие взаимодействието с gp130 води до активиране на JAK-STAT 

сигнално-трансдукционния път. Експресията на IL-6 рецептора е ограничена 

около сравнителено малък кръг клетъчни популации, докато експресията на 

gp130 e характерна за почти всички соматични клетки. Свързването на IL-6 с 

неговия разтвроим рецептор и последващото взаимодйствие с gp130, процес, 

известен като транссигналинг, осигурява възможност IL-6 да осъществява 

ефекторните си функции. Комбинацията от два вида сигналинг определя до-

някъде и двойнственото плейотропно действие на IL-6 (Rose-John, 2012). Той 

участва в редица процеси, като регулация на имунния отговор, хематопоеза, 

процеси на възпаление, апоптоза и онкогенеза. И ако дихотомизацията на тра-

диционно проинфламаторни и имуносупресивни цитокини е удобен похват, 

добре описващ и систематизиращ голяма част от цитокините и сигналните мо-
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лекули, то по отношение на IL-6 и двата типа ефекторни функции са едновре-

менно застъпени. IL-6, заедно с IL-1β и ТNF-α са цитокините, индуциращи сек-

рецията на островазовите протеини, които увеличават неутрофилния инфлукс, 

експресията на адхезионни молекули и поляризирането в моноцити в М1 мак-

рофагиален тип. IL-6 стимулира Т-клетъчната пролиферация и стимулира B-

лимфоцитите. Наред с това комбинацията на IL-6 и TGF-β индуцира експреси-

ята на Rоrc и по този начин насочва диференциацията на наивните хелперни 

лимфоцити в посока Th17 фенотип (Tanaka, 2013) От друга страна, съгласно 

натрупаните в литературата данни, IL-6 може да потиска секрецията на IL-1β, 

ТNF-α и IFN-γ и да индуцира секрецията на IL-10 и разтворим рецептор за 

TNF-α. 

По отношение действието на IL-6 върху миелоидни клетки, едно от най-

важните действия на IL-6 e STAT3-зависимата индукция на секрецията на IL-

10 (Niemand et al., 2003). Автокринният ефект на IL-10 е свързан с потискане 

на диференциацията на моноцити в дендритни клетки и формиране на попула-

ция от незрели толерогенни дендритни клетки, секретиращи IL-10, от своя 

страна свързан с потисната способност за антигенната презентация е понижена 

експресия на костимулаторни молекули.  

➢ Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) е семейство от разтворими фак-

тори, чиято секреция от чМСК е добре установена и описана (Huber et al., 

2006). Фамилията на VEGF включва 6 различни изоформи – A, B, C, D, E и 

placental growth factor (PIGF). Физиологичното действие на тези изоформи е 

проангиогенно и се осъществява посредством взаимодействието на няколко 

тирозин-киназни рецептора: VEGFR – 1, 2, 3, и neuropilin (NRP) – 1 и 2. Те се 

експресират върху ендотелните клетки, ДК,  макрофагите и Т-хелперните лим-

фоцити.  

На таблица 1 е показано взаимодействието между различните изоформи 

на VEGF и кореспондриращите им рецептори.  
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Таблица 1. Изоформи на VEGF и кореспондриращите им рецептори 

Изоформа Кореспондиращ рецептор 

VEGF-A VEGFR-1, VEGFR-2, NRP-1, NRP-2 

VEGF-B VEGFR-1, NRP-1 

VEGF-C VEGFR-2, VEGFR-3 

Изоформа Кореспондиращ рецептор 

VEGF-D VEGFR-2, VEGFR-3 

VEGF-E VEGFR-2, NRP-1 

PIGF VEGFR-1, (?)NRP-1 

 

Исторически, откриването и проучването на VEGF семейството се случва 

в контекста на изучаването на секреторните фактори, продуцирани от раз-

лични солидни тумори, водещи до активиране на процеса на неоангиогенеза 

(Senger et al., 1983). 

Наличните на този етап данни еднозначно демонстрират, че VEGF може 

да въздейства върху широк набор имунни клетки и освен в процеса на ангио-

генеза, има лимфангиогенно действие и проявява имунорегулаторен ефект 

(Sunderkötter et al., 1994). VEGF регулира апоптозата и оцеляването на хемо-

поетичните прогениторни клетки. Добре описана е способността на VEGF да 

потиска узряването на миелоидните клетки. Освен това притежава способ-

ността да осъществява „претимичен ефект” върху незрелите Т-клетки, напус-

кащи костния мозък (Ohm ет Carbone, 2001). 

Действието на този растежен фактор върху компартмента от Т-лимфоци-

тите е плейотропно. Експерименталните данни от приложението на тирозин-

киназния инхибитор Sunitinib, блокиращ сигнално-трансдукционния път на 

VEGFR – 1, 2 и 3, демонстират намалена експресия на транскрипционния фак-

тор FoxP3 и намалена продукция на IL-10, както и редукция в повърхностната 

експресия на PD-1 и CTLA-4 върху Т-лимфоцитите (Le Tourneau et al., 2007; 

Voron et al., 2015). Ефектът му благоприятства диференциацията в посока към 
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Th1, както и секрецията на IFN-γ. Voron et al. установяват, че под действието на 

sVEGF-A се увеличава повърхностната експресия на инхибиторните молекули 

PD-1, CTLA-4, Tim-3 и Lag-3 върху CD4+ и CD8+ Т-лимфоцити, посредством 

VEGFR2-зависимо активиране на PLCγ-калциневрин-NFAT пътя (Voron et al., 

2015). Редица проучвания, фокусирани върху туморната имунобиология, демонс-

трират силната корелация между нивата на разтворимия VEGF и процента на на-

личните Тregs в туморното микрообкръжение при различни солидни тумори 

(Vitale et al., 2010). Suzuki et al. доказват, че VEGFR2 и neuropilin-1 са силно експ-

ресирани върху FoxP3+ Tregs и neuropilin-1 действа като корецептор, многократно 

увеличаващ свързващия афинитет на рецепторния комплекс (Soker et al., 1998). 

Активирането посредством PLCγ-калциневрин-NFAT пътя усилва имуносупре-

сивния потенциал и пролиферативната способност на Tregs (Soker et al., 1998; 

Suzuki et al., 2009). От друга страна, приложението на Sunitinib при пациенти с 

бъбречен карцином и на моноклонално атнитяло срещу VEGF (Bevacizumab) 

при карцином на дебелото черво показва редукция в броя на Tregs (Ozao-Choy 

et al., 2009, Terme et al., 2012). sVEGF-A oсвен това оказва потискащо влияние 

върху цитотоксичните свойства на CD8+ T-лимфоцитите. 

Освен директното имуносупресивно действие върху Т-хелперните лим-

фоцити, VEGF осъществява и косвена имуносупресия чрез генериране на то-

лерогенни MDSC (Myeloid-derived suppressor cells). Известни са две основни 

популации на MDSC: моноцитна MDSCs (M-MDSC) и полиморфонуклеарни 

MDSCs (PMN-MDSC). Механизмите, чрез които MDSC предизвикват иму-

носупресивни ефекти, могат да бъдат групирани в четири класа: изчерпване на 

хранителните вещества; генериране на оксидативен стрес; влияние върху миг-

рацията на лимфоцитите; генериране на Tregs (Gabrilovich et al., 2012). Акти-

вирането на VEGFR2, експресиран върху миелоидни клетки, води до 

JAK/STAT3-зависим стоп в матурацията и насочване в посока толерогенен фе-
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нетоп и характерната за MDSC експресия на Gr1+CD11b+ повърхностни мар-

кери. Един от основните имуносупресивни механизми, характерни за MDSC, 

е продукцията на TGF-β (Huang et al., 2006). 

Интерес представлява инхибиторното действие на sVEGF-A върху узря-

ването и активацията на ДК. Основно в механизмите на индуциране на толе-

регенни ДК е въвлечена sVEGF-A изоформата, действаща върху VEGFR-1, 

VEGFR-2, NRP-1, NRP-2 рецепторите (Soker et al., 1998). VEGF индуцира стоп 

в узряването на незрелите ДК и в активацията и антигенното представяне пос-

редством VEGFR-1 зависимо инхибиране на NF-kB пътя. Под действието на 

sVEGF-A се увеличава продукцията на имуносупресивния ензим IDO от ден-

дритните клетки (Marti et al., 2014). 

➢ Простагландин E2 (PGE2) 

PGE2 е ейкозаноид, продукт на ензимното оксигениране на арахидоновата 

киселина от ензимите циклооксигеназа 1 и 2 (COX 1 и 2). Биосинтезът на PGE2 

се определя от COX 1 и COX 2, като експресията на COX 1 е конститутивна, 

т.е. постоянна, и не се влияе, докато експресията на COX 2 се повишава под 

действието на проинфламаторни медиатори като IL-1β и TNF-α (Smith et al., 

1996). Физиологичната роля на повечето медиатори от простагландиновото се-

мейство по-често е проинфламаторна, неразривно свързана с началните фази 

на възпалението: вазодилатативна и увеличаваща съдовия пермеабилитет. 

PGE2 притежава редица антиинфламаторни и имуномодулаторни свойства 

(Chan and Moore, 2010; Fabricius et al., 2009) и е идентифициран от учените 

Аggarwal и Pittenger (Aggarwal et Pittenger, 2005) като медиатор с ключово 

действие в комуникацията между чМСК и различни имунокомпетнтни клетки. 

PGE2 осъщестествява своето биологично действие посредством свързване със 

съответните рецептори: EP1, EP2, EP3 и EP4 (Harris et al., 2002). Действието 

на PGE2, подобно на много други цитокини и разтворими медиатори, е пле-

йотропно, т.е. може да бъде както проинфламаторно, така и антиинфлама-

торно, в зависимост от контекста или от съответните рецептори, експресирани 
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от дадена клетъчна субпопулация. Редица публикации в литературата ясно по-

казват способността му да регулира Тh17 клетъчната диференциация чрез 

свързването с EP2/EP4, с последващо увеличение на вътреклетъчния cAMP и 

реализиране на проинфламаторно действие (Boniface et al., 2009). Що се отнася 

до имуносупресивния ефект на PGE2, добре описан в литературата, от значение 

е способността му да потиска продукцията на INF-γ и да увеличава продукци-

ята на IL-4, IL-5 и IL-10, както и да инхибира диференциацията на наивни Т-

хелпери в посока Th1 (Kanan еt Chain, 2006). Относно влиянието на PGE2 

върху B-клетките, свързването с EP2/EP4 e мехaнизъм, индуциращ превключ-

ване на имуноглобулиновия клас в посока IgE или IgG1 (Fedyk and Phipps, 

1996). В допълнение, PGE2 има инхибиторен ефект върху антигенното предс-

тавяне на ДК и макрофагите, посредством повишена секреция на IL-10 и по-

тискане секрецията на IL-12p70, TNF-α и IL-1β [37, 38]. В допълнение към 

това, чМСК конститутивно експресират PGE2 като това представлява автокри-

нен механизъм, чрез който те регулират своята пролиферативна способност по 

cAMP-зависим механизъм (Kleiveland et al., 2008). При клетъчно кокултиви-

ране на човешки ПКМК и чМСК (без съвпадение по алелите на MHC) се отк-

риват повишени секреторни нива IL-6, IL-8, PGE2 и VEGF от страна на чМСК. 

Най-голямо е повишението на PGE2, което е приблизително десетократно. 

Доказано е, че селективното инхибиране на PGE2 води до възстановяване 

на Т-клетъчната пролиферация (Kuci et al., 2013). Паракринното влиянието на 

PGE2, продуциран от МСК, комбинирано с контактно-клетъчни взаимодейст-

вия (Notch сигнален път) между чМСК и дендритните клетки води до индуци-

ране на толерогенен фенотип, свързан с понижаване на експресията на CD40, 

CD80, CD86 и HLA-DR върху дендритните клетки (Li et al., 2008; Zhang et al., 

2004). В своите експериментални постановки Maggini et al. демонстрират, че 

имуносупресивният ефект върху М1 поляризирани макрофаги, който се осъ-

ществява от разтворими фактори, продуцирани от МСК от костен мозък, може 

да бъде инхибиран чрез въвеждане на инхибитор на COX-2 (Maggini et al., 

2010). Освен това те демонстрират, че МСК от костен мозък конститутивно 
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експресират PGE2 в концентрации, достатъчни да потиснат продукцията на 

TNF-α и IL-6 от активирани макрофаги (Spaggiari et al., 2009). Kim и Hematti 

описват нов тип алтернативно активирани макрофаги, получени след кокулти-

виране с човешки МСК, характеризиращи се с потиснато секретиране на IL-

12, IL-6 и TNF-α и увеличена продукция на IL-10 с висока експресия на CD206 

(маркер, характерен за толерогенни макрофаги) (Kim еt Hematti, 2009). И двете 

публикации акцентират върху ролята на PGE2 и описаните фенотипни про-

мени в активираните макрофаги (Kim et Hematti, 2009, Maggini et al., 2010). В 

експериметални модели на култивиране на човешки моноцити, добити от пе-

риферна венозна кръв с чМСК, Spaggiari et al. доказват, че добавянето на GM-

CSF и IL-4, което нормално води до диференциация на моноцитните клетки в 

незрели дендритни клетки, няма такъв ефект под действието на PGE2 

(Spaggiari et al., 2009). Кокултивирането на зрели дендритни клетки с чМСК 

инхибира производството на IL12p70 (Spaggiari et al., 2009), като се счита, че 

отново сред факторите, отговорни за ефекта, важно място заема PGE2. Факто-

рите от средата, които могат да увеличават експресията на PGE2 от МСК, са 

TNF-α и LPS (чрез взаимодействие с TLR-4 и активиране на MyD88 сигналния 

път). Обсъжда се евентуалното действие и на други TLR агонисти.  

➢ Индоламин 2,3-диоксигеназа (IDO) 

Съгласно натрупаните данни в литературата, чМСК експресират консти-

тутивно ниски нива на IDO. Експресията му може да се увеличи след подхо-

дяща активация на МСК. Добре описано в тази насока е действието на IFN-γ и 

някои лиганди на Toll-like рецептори върху МСК. По литературни данни МСК 

от различни източници могат да експресират IDO (Nauta et al., 2005). IDO е 

скоростоопределящият ензим, който катализира разграждането на аминокисе-

лината триптофан до различни триптофанови метаболити и куниренин. Мета-

болитният път е известен oще като куниренинов път, изпълняващ важна иму-

носупресивна и антибактериална роля. Последствията от триптофановата деп-

леция и натрупване на междинни метаболитни продукти и куниренин има 
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важни последствия върху Т-хелперния пул. Води до арест в Т-хелперната про-

лиферация, индукция на апоптоза при Th2 лимфоцити, понижена експресия на 

ζ веригата на T-клетъчния рецепторен комплекс, намалена продукция на IL-

10, увеличение на експресията на CTLA-4, изместване на T-лимфоцитната ди-

ференциация в посока Tregs и Tr1 (Ivanova-Todorova et al., 2009). Блокирането 

на действието на IDO чрез специфични инхибитори води до бройни и функци-

онални промени в пула на Treg и изместане в посока Th1 и Тh17 тип имунен 

отговор (Yang et al., 2009). 

➢ Азотен оксид  

Азотният оксид (NO) е комплексен медиатор на възпалението и често раз-

познаван като освновен механизъм за имуномодулация от страна на МСК (Sato 

et al., 2006, Pautz et al., 2010). Aзотен оксид синтетазата (NOS) е ензим, който 

катализира продукцията на азотен оксид от L-аргинин. Съществуват три 

изоформи на ензима: невронална, ендотелна и индуцируема форма (iNOS). 

Oсновнo индуцируемата форма се екпресира от макрофаги и МСК главно след 

провъзпалителни стимули (Knowles еt Moncada, 1994). По литературни данни 

продукцията на азотен оксид води до редукция на Т-клетъчната пролиферация 

и намалена фосфорилация на STAT5 в Т-хелперните лимфоцити (Malik et 

Yuspa, 2012). По отношение на имуносупресивната роля на NO се смята, че 

този механизъм е основен при МСК от миши произход, докато при човешки 

МСК, съответно култивирани с човешки мононуклеарни клетки, индуцира-

нето на NO не води до супресивен ефект (Ling et al., 2014). 

➢ Аденозин 

Продукцията на извънклетъчен аденозин е още един механизъм, чрез 

който МСК могат да осъществяват своя имуносупресивен ефект. Тя е свързана 

с експресията на два ензима – екзонуклеази CD39 и CD73, които катализират 

превръщането на АТФ в аденозин. Аденозинът осъществява силно имуноре-

гулаторно действие посредством свързването с аденозиновите рецептори А1-

А4, обширно екпресирани върху Т-хелперни лимофицити, дендритни клетки 

и макрофаги (Mandapathil et al., 2009). Aденозинът може да потиска секреци-

ята на IL-12 и TNF-α и да стимулира секрецията на IL-10 от дендритните 
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клетки (Huang et al., 2008). Взаимодействието на аденозина с А2А, аденозино-

вия рецептор върху активирани T-хелперни лимфоцити, директно инхибира 

производството на IL-2, IL-4, INF-γ и TNF-α с деветдесет процента (Lappas et 

al., 2005). В допълнение, той увеличава имуносупресивния потенциал и про-

лиферативната способност на Treg, a също и насочва в посока диференциация 

на наивните хелперни лимфоцити към Тreg (Bopp et al., 2009). 

➢ Хемоксигеназа (Heme oxygenase) 

Хемоксигеназата (ХО-1) е ензим, участващ в железния метаболизъм (катабо-

лизиращ разграждането на хема до биливердин и свободно желязо). Различават се 

три ензимни изоформи. ХО-1 притежава антиапоптотични, антиинфламаторни, 

проангиогенни и имуносупресивни свойства. Експресията на ХО-1 може да се ин-

дуцира в отговор на оксидативен стрес или под действието на проинфламаторни 

цитокини. Продукцията на ХО-1 насочва диференциацията на наивните T0-лим-

фоцити в посока ТGF-β продуциращи Th3 (Chabanner et al., 2007), благоприятст-

ващи имунния толеранс. Mougiakakos et al. посочват, че апликацията на чМСК in 

vivo удължава времето до появата на реакция на отхвърляне на присадката след 

сърдечни трансплантации при миши модели, докато блокирането на ХО-1 води до 

противоположен ефект (Mougiakakos et al., 2011). В миши линини, с knock-out по 

гена за ХО-1, се открива намаление на секрецията на растежни и проангиогенни 

фактори със също добре известен и описан имуносупресивен потенциал: SDF-1, 

VEGF и HGF (Zarjou et al., 2011).  

➢ Hepatocyte growth factor (HGF) 

HGF е хепатоцитен митоген и функцията му в частност е свързана с про-

цесите на чернодробна регенерация. Освен това HGF e клетъчен растежен фак-

тор, произвеждан от МСК с важна функция в процесите на органогенеза, ан-

гиогенеза, миогенеза и хемопоеза. По литературни данни може да има регене-

ративни свойства при някои невро-дегенеративни заболявания, като множест-

вена склероза (Bai et al., 2012). При миши модели на алогенна трансплантация 

на хемопоетични стволови клетки прилагането на HGF може да потисне проя-

вите на остра реакция на трансплантата срещу гостоприемника (GVHD) 
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(Kuroiwa et al., 2001). Di Nicola еt al. демонстрират, че прилагането на анти-

HGF блокиращи антитела намалява инхибиращия ефект на МСК върху ало-

генната Т-клетъчна пролиферация при изследване на смесена лимфоцитна ре-

акция (Mixed Lymphocyte Reaction – MLR) (Di Nicola et al., 2002). Те доказват 

също, че едновременното прилагане на анти-HGF и анти-ТGF-β моноклонални 

антитела напълно може да блокира инхибицията на Т-клетъчната пролифера-

ция, опосредствана от МСК (Di Nicola et al., 2002). 

➢ Галектиново семейство  

Галектините са клас протеини, принадлежащи към лектиновото семейс-

тво, характеризиращи се със способност да свързват β-галактозиди, експреси-

рани върху Т-клетъчната повърхност. По този механизъм осъществяват иму-

носупресивния си и/или проапоптотичен ефект. Галектин-1 е силно експреси-

ран, както на транскрипционно, така и на протеиново ниво в човешки МСК. 

Gieseke еt al. демонстрират важната роля на галектин-1 за имуномодулатор-

ните функции на МСК. В опитни постановки на смесена лимфоцитна реакция 

кокултивирането с МСК с knock-out по галектини-1 спрямо MСК без knock-

out по същия ген води до възстановяване на продукцията на IFN-γ и пролифе-

рацията на алореактивните Т-клетки (Gieseke et al., 2010). В условия на ко-

култивиране на смесени лимфоцитни култури с човешки МСК се открива сиг-

нификантна редукция в нивата на IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-12 и потисканe на Th1, 

за сметка на благоприятстване на Th2 хелперния фенотип (Ungerer et al., 2014). 

Установява се намалената поляризация в посока Th2 при блокиране на галек-

тин-1 протеиновия синтез при човешки МСК.  

➢ Leukemia Inhibitory factor (LIF) 

Leukemia Inhibitory factor (LIF) e протеин, подобен на IL-6, който се експ-

ресира конститутивно от човешки MСК. Кокултивирането на чМСК с човешки 

Т-лимфоцити води до седемкратно увеличение на синтеза на LIF. Един от 

ефектите на LIF е да стимулира диференциацията на наивните Т-хелпери в по-

сока Тreg (Nasef et al., 2008).  
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➢ TNF-α stimulated gene/protein 6 (TSG-6) 

Друг медиатор с имуносупресивно действие, секретиран от човешки 

МСК, е TNF-α stimulated gene/protein 6 (ТSG-6) (Romano et al., 2019). TSG-6 

най-общо би могъл да бъде определен като мултифункционален протеин, учас-

тващ в процесите на възпаление, формиране на екстрацелуларен матрикс и 

клетъчна миграция. TSG-6 има добре охарактеризиран силен антиинфламато-

рен ефект. Един от доказаните механизми, чрез които той се реализира, е пос-

редством свързването нa TSG-6 към и съответно блокирането на CD44 (рецеп-

тора за хиелуронан), експресиран върху неутрофили. Описаното свързване с 

CD44 възпрепятства миграцията на неутрофили в ранните етапи на възпали-

телния процес (Wisniewski et Vilcek, 1997). Вземайки предвид ролята на неут-

рофилите в синовиалното възпаление и образуването на автоантигени чрез ос-

вобождаване на неутрофилни екстрацелуларни капани (neutrophil exstracelular 

traps – NETs), продукцията на TSG-6 от МСК е допълнителен фактор, повлия-

ващ имунопатогенетичните механизми при РА. При миши модели с индуци-

ран миокарден инфаркт, последвалата инфузия на човешки МСК води до ус-

пешно редуциране на възпалително-некротичната зона и подобряване на мио-

кардната помпена функция (Lee et al., 2009). Сравнявайки ефекта им с човешки 

МСК с knock-out за ТSG-6 гена, Lee еt al. недвусмислено демонстрират, че този 

ефект би могъл да се отдаде на TSG-6 и/или взаимодействието с други цито-

кинови сигнални пътища. Авторите изтъкват отново способността на TSG-6 да 

потиска неутрофилния инфлукс в местата на възпаление (Lee et al., 2009). В 

допълнение, TSG-6 може да инхибира процеса на узряване на дендритните 

клетки чрез потискане експресията на CD80, CD86, MCH клас II и CD11c (Liu 

et al., 2014). Редица автори посочват, че физиологичната роля на TSG-6 e да 

противодейства на влиянието на TNF-α и IL-1 (Verma et al., 2009). 

➢ sHLA-G 

HLA-G е некласическа молекула, принадлежаща към главния комплекс 

на тъканната съвместимост. Различават се 7 негови протеинови изоформи: от 
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HLA-G1 до G4, които са мембранно-свързани, и 3 разтворими изоформи – 

HLA-G5, G6 и G7 (Carosella et al., 2008). HLA-G e експресиран основно върху 

трофобластни и цитотрофобластни клетки. Ролята му е да потиска NK клетъч-

ната функция и синтеза на IFN-γ посредством свързване с ILT-2, KIR2DL4 и 

CD94/NKG2A рецептори, спомагайки за запазването на имунен толеранс към 

хаплоидентичния фетус (Rouas-Freiss et al., 1997). От друга страна, добре опи-

сано е и имуносупресивното действие на HLA-G молекулите при сърдечни 

трансплантации (Lila et al., 2002). 

Спектърът на имуносупресивно и модулаторно действие на различните 

изоформи на HLA-G не се ограничава само върху NK клетъчната популацация, 

имуносупресивен ефект има също и върху Т- и B-лимфоцитните популации. 

Взаимодействието на разтворимия HLA-G5 посредством свързване с ILT-2 и 

ILT-4, експресирани върху Т-хелперни лимфоцити, индуцира поляризация в 

посока на Tregs и Th2 (Fainardi et al., 2010; Rouas-Freiss et al., 1997), както и 

експанзия на вече налични Tregs (Selmani et al., 2008). 

Справка в литературата показва, че МСК секретират HLA-G5 (Selmani et al., 

2009). Освен това чрез механизъм на трогоцитоза мембранно-свързаните форми на 

HLA-G могат да се пренасят върху клетъчните повърхности на други имунокомпе-

тентни клетки и това да способства за процеса на инфекциозен толеранс. Секреци-

ята на HLA-G5 корелира с нивата на IL-10, като в експериментални постановки на 

кокултури на чМСК с ПКМК, блокирането на секрецията на HLA-G5 води до по-

нижена продукция на IL-10. Това би могло да бъде обяснено посредством наличи-

ето на положителна обратна връзка между тях (Selmani et al., 2008).  

➢ Хемокинова секреция на МСК 

Хемокиновите молекули се разделят в няколко основни семейства поли-

пептидни молекули. Те са със сравнително малка молекулна маса (7.2-13 kDA) 

и тяхната функция е свързана с процеса на левкоцитната и лимфоцитната ад-

хезия и хемотаксис. В този аспект физиологичната им роля дава отражение на 

лимфоцитната миграция и хоминг, възпалението и ангиогенезата. По литера-

турни данни в условията на кокултивиране чМСК секретират коститутивно 
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множество разтворими хемокини като: CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1α), CCL4 

(MIP-1β), CCL5 (RANTES), CCL7 (MCP-3), CCL20 (MIP-3α), CCL26 (eotaxin-

3), CXCL1 (GROα), CXCL5, CXCL8 (IL-8), CXCL10 (IP-10), CXCL12 (SDF-1) 

и CX3CL1 (fractalkine) (Da Silva Meirelles et al., 2009). Посочените хемокинови 

молекули са отговорни за хемоатрактантното действие и привличане на редица 

имунокомпентени клетки, като Т- и B-лимфоцити, NK клетки, моноцити и не-

утрофили, а също и ендотелни прогениторни клетки. В голямата си част сек-

ретираните от МСК хемокини не оказват директно имуносупресивно или про-

тивоположно на това, проинфламаторно действие. Секрецията на хемокини 

може да се разглежда като механизъм, насочващ хемотаксиса на имунни 

клетки. Попадайки в обкръжението на МСК, са подложени на паракринното 

влияние на чМСК, което в зависимост от микрообкръжението може да бъде 

както имуносупресивно, така и проинфламаторно. В този смисъл секрецията 

на хемокинови молекули е допълнителен механизъм, спомагащ имунорегула-

торния ефект на чМСК. От друга страна, взаимните влияния между МСК и 

имунните клетки далеч не са едностранни. Привличайки имунни клетки в сво-

ето обкръжение, МСК също стават обект на паракринно действие, а и встъпват 

в директни контактно-клетъчни взаимодействия с имунните клетки. Както е 

известно, проинфламаторни цитокини като IFN-γ, TNF-α и IL-1 могат да 

усилват имуносупресивния потенциал на МСК. Следователно хемокиновата 

секреция не е механизъм за имуносупресия в тесния смисъл на думата. Изклю-

чение правят две хемокинови молекули, налични в относително високи кон-

центрации в кондиционираните среди на МСК, съответно CCL2 (MCP-1) и 

CCL5 (RANTES). В литературата са добре описани механизмите, чрез които 

те осъществяват директно имуносупресивно действие върху имунните клетки.  

➢ CCL2 (MCP-1) 

CC-хемокиновият лиганд 2 (CCL2, или MCP-1), посредством свързването 

си с CCR2 рецептора играе важна роля във фазите на ранния възпалителен от-

говор, като основната му функция е да увеличава привличането на миелоидни 
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клетки. Секретира се от широк спектър от имунокомпетентни клетки, както и 

от епителни, гладкомускулни клетки и фибробласти (Rafei et al., 2008). Ефек-

тите на CCL2 върху имунния отговор са двойнствени – комбинира както акти-

виране на проинфламаторни ефекторни пътища, така и имуносупресивни ме-

ханизми. Едно от добре описаните действия на CCL2 в имуносупресивно нап-

равление е да стимулира диференциацията в посока Th2 хелпери чрез активи-

ране на промотор на гена, контролиращ транскрипцията на IL-4 (Davis, 2007), 

а също така да потиска продукцията на IL-12p70 от антиген-представящи 

клетки. CCL2 се секретира конститутивно във високи количества от човешки 

МСК, независимо от техния източник. CCL2 може да повлияе разграждането 

на информационните РНК, отговорни за транслацията на IL-1 и IL-6 (Nasef et 

al., 2006). Справка в литературата показва, че под въздействието на CCL2 Т-

хелперните лимфоцити стават податливи на FAS-медиирана апоптоза. Също 

така под действието на CCL2 се потиска имуноглобулиновия синтез посредс-

твом инхибиране на фосфорилацията на STAT3 и последващо активиране на 

транскрипционния фактор PAX5 (Rafei et al., 2008). Инхибицията на STAT3 

води до инхибиране на диференциацията на T-хелперни лимфоцити в посока 

Th17. При експериментални миши модели на автоимунен енцефалит потиска-

нето на Th17 и впоследствие намаляването на възпалителните инфилтрати са 

зависими от продукцията на CCL2 от МСК (Nasef et al., 2006). Добавянето на 

CCL2 блокиращи антитела намалява ефекта на МСК.  

➢ CCL5/RANTES 

CCL5 или RANTES е друг член на CC-хемокиновото семейство, чиято секре-

ция от МСК е добре описана в литературата. Влияе на миграцията на широк кръг 

имунни клетки, моноцити, лимфоцити и дендритни клетки. Има силно стимули-

ращо действие върху неутрофилната активация (Schall, 1991) и в този смисъл дейс-

твието му може да бъде оценено като проинфламаторно. От друга страна, CCL5 

модулира действието на Bcl-2 и по този начин индуцира Т-клетъчната апоптоза 

(Ramhorst et al., 2004). CCL5 притежава способност да потиска навлизането на 

ефекторнитe Th1 в паметов фенотип (Weber et al., 2001).  
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➢ Матриксни металопротеинази (ММП), или инхибитори  

на матриксните металопротеинази (ММП) 

Матриксните металопротеинази (ММП) са ензими, чиято функция е да 

разграждат компонентите на екстрацелуларния матрикс, като фибронектин, 

ламинин и протеогликани (Malemud, 2006), което определя и ключовата им 

функция в процеса на зарастването на рани и тъканно ремоделиране (Malemud, 

2006). В допълнение към това ММП могат директно да регулират имунния от-

говор и клетъчната пролиферация поради способността си да разграждат ре-

дица цитокини, хемокини, медиатори на възпалението и техните рецептори 

(Parks et al., 2004; Cox et al., 2006; McQuibban, 2000; Itoh et al., 2002). Иму-

носупресивната функция на MMП-2 и ММП-9 е добре описана по отношение 

възпалителното ставно засягане при РА (Itoh et al., 2002). МСК секретират раз-

творими ММП-2 и ММП-9, които разграждат CD25 (алфа-субединицата на ви-

сокоафинитетния рецептор за IL-2). В своите експериментални постановки 

Ding et al. демонстрират, че въвеждането на инхибитори на MMП-2 и ММП-9 

напълно възстановяват Т-клетъчния пролиферативен потенциал, както и по-

върхностната експресия на CD25 (Ding et al., 2009). В експериментални поста-

новки с миши модели на алогенна трансплантация на панкреас въвеждането 

на МСК значително намалява реакцията на свръхчувствителност от забавен 

тип, а въвеждането на инхибитори на MMП-2 и ММП-9 напълно блокира опи-

саното имуносупресивно действие (Ding et al., 2009).  

От друга страна, МСК секретират и редица тъканни инхибитори на мета-

лопротеиназите (ТИМП), като ТИМП-1, 2, 3 и 4. Shen et al. демонстрират, че 

ТИМП-3, продуциран от миши МСК от костен мозък, регулира пролифераци-

ята и диференцията на хемопоетични стволови клетки в костномозъчната 

ниша (Shen et al., 2010; Lozito and Tuan, 2010). 

2.1.3.3. Екзозомален транспорт 

Продукцията и освобождаването на екзозомални клетъчни везикули (ЕВ) 

е допълнителен механизъм, чрез който МСК упражняват модулаторно дейст-

вие върху имунните клетки. Екзозомалните клетъчни везикули служат за пре-

насяне основно на транскрипционни фактори, микро-РНК, както и цитокини. 
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В допълнение на това, микровезикуларния транспорт може да служи и за пре-

насяне на повърхностно-клетъчни контактни молекули, процес, известен като 

трогоцитоза. ЕВ могат да упражняват както активиращо, така и регулаторно 

действие. Повечето от натрупаните експериментални данни на този етап в ли-

тературата демонстрират, че ЕВ, секретирани от човешки МСК от различни 

източници, могат успешно да потискат Т- и B-клетъчната пролиферация 

(Blazquez et al., 2014, Conforti et al., 2014), да потенцират популацията на Treg 

(Zhang et al., 2014), да потискат популацията на Th17 (Favaro et al., 2015), да 

увеличават продукцията на IL-10 (Del Fattore et al., 2015) и да индуцират ДК 

и миелоидни клетки с толерогенен фенотип (Favaro et al., 2015).  

Ако трябва да обобщим, на този етап е документирана секрецията на 

около 30 различни разтворими фактора от страна на МСК, със силно изразено 

действие върху имунния отговор. Разгледани поотделно, голямата част от фак-

торите са цитокини с плейотропно действие, като например IL-6, но груповият 

ефект на множеството разтворими фактори в средите на АТ-МСК съгласно 

натрупаните в литературата данни е асоцииран предимно с имуносупресия и 

модулация на имунния отговор. Общият им спектър на действие може да бъде 

сведен до благоприятстване на диференциацията на наивните Т-хелперни лим-

фоцити в посока регулаторен фенотип, потискане на пролиферацията на акти-

вираните ефекторни T-лимфоцити и насочването им в посока диференциация 

в регулаторен фенотип, потискане узряването на ДК, потенцииране на превръ-

щането на кръвните моноцити в толерогенни М2 макрофаги, имунорегула-

торно влияние върху B-клетъчния компартамент. Именно поради едновремен-

ното потискане на имунния отговор на множество нива, МСК се разглеждат 

като обещаващ подход за терапевтично повлияване при заболявания с авто-

имунен генезис, като например РА (Torres-Torrillas et al., 2019). 

2.2. Ревматоиден артрит 

Ревматоидният артрит (РA) е хронично системно заболяване с aвтоиму-

нен генезис, засягащо преимуществено периферните стави. Терминът ревма-

тоиден артрит за пръв път е въведен от Гарод през 1859 г. Въпреки препрат-

ките към възпалителни заболявания със ставно засягане, наподобяващи РА, 
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направени от Galen, Sydenham и Heberden, първото точно описание на заболя-

ването е от Landri през 1800 г. Тогава е формулирано и наименованието „la 

goutte asthénique primitive”, погрешно съдържащо в себе си препратка към по-

даграта (goutte), но въпреки това в диференцалнодиагностичен план предло-

женото описание ясно очертава най-характерните клинични белези на РA.  

Днес ние разпознаваме РA като едно от най-честите системни автоимунни 

възпалителни заболявания. Характеризира се с хронично ставно възпаление и 

синовиална хиперплазия, производство на специфични автоантитела, деструк-

ция на ставния хрущял и подлежащата кост и системни нарушения, причинени 

главно от секреция на автоатителата, провъзпалителни цитокини и матриксни 

металопротеинази. Важен отличителен белег на РА е прогресиращото симет-

рично увреждане на диартродиалните стави, което намира отражение в изра-

зен болков синдром, загуба на функция, структурни увреждания и съответни 

рентгенографски находки – стесняване на ставната междина, костни ерозии, 

анкилози, деформации, сублуксации. От гледна точка на своята етиология, па-

тогенеза и клиничен ход РА e хетерогенно заболяване. Ако трябва да бъде 

обобщено, в основата на развитието му лежат сложните взаимно допълващи 

се влияния на генетично детерминирано и унаследяемо предразположение, 

фактори на околната среда и придобити дефекти на нормалните имунорегула-

торни механизми, потискащи патологичната имунна активация в отговор на 

потенциално патогенни, а нерядко и на физиологични стимули.  

2.2.1. Епидемиология. Генетична предиспозиция. Рискови фактори  

от страна на околната среда 

Заболяемостта от РА или процентът на новите случаи, възникнали за да-

ден период, варира в зависимост от географския район и е между 20 и 50 случая 

на 100 000 души/година. Наблюдават се два пика на изява на болестта – на възраст 

между 20 и 40 години и второ плато между 45- и 75-годишна възраст, след което 

заболяемостта рязко намалява. Като цяло той е хронично инвалидизиращо състо-

яние, което може да повлияе най-продуктивните години от живота на човека. РА 

засяга около 0.5-2% от световното население, като съотношението на жени към 
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мъже е изместено към женския пол в съотношение 2:1. По отношение на генетич-

ната предиспозиция РА е полигенно автоимунно заболявания с ниска степен на 

пенетрантност и конкордантност (Gonzalez et al., 2007).  

2.2.1.1. Генетични фактори, предразполагащи за развитието на РА 

Наследствеността при РА варира между 60-70% (Van der Helm-van Mil et 

al., 2005). Многобройните геномни асоциативни проучвания показват, че са 

идентифицирани около 101 рискови единични нуклеотидни полиморфизъма, 

създаващи възприемчивост към заболяването (Eyre et al., 2012). Генните ло-

куси от HLA системата, асоциирани с най-висок риск за развитие на РА, са 

HLA-DR4 (*04:01, *04:04, *04:05, и *04:08), също така HLA-DR1 (*01:01), DR6 

(*14:02), DR10 (*10:01), a HLA-DR9 (*09) в частност се асоциира с повишен 

риск за развитие на РА при азиатци. Сходството между изброените генни ва-

риации, кодиращи β-веригата на HLA-DR комплекса (HLA-DRB1)- е носител-

ството на обща пептидна последователност, която засяга региона от 71 до 74 

аминокиселинна позиция. Носителството на тази обща пептидна последова-

телност се означава в литературата със събирателното понятие „споделен епи-

топ“ („shared epitope”) (Murphy et al., 2017) и показва най-силна асоциация с 

развитието на РА, който е позитивен за ACPA (Yarwood et al., 2014). Носител-

ството на споделен епитоп се среща средно в около 40% от ACPA-положител-

ните пациентите с РА и само при 2% от ACPA-негативните (Van der Woude et 

al., 2009). В групата на ACPA-отрицателните болни с РА е намерена силна асо-

циая с HLA-DRB1*03 и *13 (Lee et al., 2007). 

Най-силeн генетичeн риск извън HLA системата придава носителството 

на някои полиморфизми на гена, кодиращ протеин-тирозин фосфатаза 22 

(PTPN22) (Carlton et al., 2005). Промените в други генни локуси, асоциирани 

с повишена предиспоцизия към развитие на РА, са в ТRAFI/C5, STAT4, PADI4, 

IRF5, FCGR, IL2RA, ILRB, CD40, CCL21 и CCR6 (Klareskog et al., 2006).  

2.2.1.2. Фактори на околната среда, асоциирани с повишен риск  

от развитието на РА  

Един от най-силните негенетични рискови фактори за развитието на РА е тю-

тюнопушенето. Това е пример за комбинираното и взаимнодопълващо се влияние 
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между унаследен генетичен терен и експозиция на токсини. Тютюнопушенето мо-

дифицира и увеличава неколкократно риска за развитие на РА при носителите на 

“споделен епитоп”. Предполгаемият механизъм е индуциране на процес на вто-

рично модифициране, известен като цитрулинизация на пептиди. 

Не бива да се омаловажава и ролята на непатогенни и патогенни  микро-

организми като независим и модифициращ фактор за развитието на РА. Дан-

ните от литературата ясно демонстрират, че начало на автореактивния процес 

при РА може да бъде именно аберантен имунен отговор, осъществен в хода на 

„реактивност” срещу патогенни и непатогенни микроорганизми (Kurko et al., 

2013). В тази връзка доказана роля имат следните микроорганизми: Human 

parvovirus B19, Rubela virus, Human retrovirus 5, Alphaviruses, Hepatitis B-virus, 

Epstein-Barr virus, Borrelia burgdorferi, Mycoplasma, Mycobacterium tuberculosis, 

Esherihia coli, Proteus mirabilis, Porphyromonas gingivalis (Tobón et al., 2010). 

2.2.2. Клинични прояви  

Основните клинични прояви на РА са свързани със ставното засягане, но 

в хода на болестта може да бъдат изявени и извънставни симптоми. Възпали-

телният артрит при РА се характеризира със ставна болка и оток (синовит) на 

множество стави (полиартрит), придружени с дълготрайна сутрешна скова-

ност и симетричен тип на ставното ангажиране. Рентгенографската нахoдка 

свидетелства за ерозивен артрит, с деструкция на хиалинния хрущял и подле-

жащата кост. В хода на заболяването настъпва хиперплазия на синовиална тъ-

кан, известна като панус, въвличат се сухожилията и други периставни струк-

тури. Последици на ерозивния полиартрит са ставните деформации, с корес-

пондираща загуба на функция. Аксиалното засяга е сравнително рядко и се 

манифестира при 30-50% от случаите, обхваща предимно цервикалния регион 

на гръбнака, а засягането на дисталните интерфалангеални стави не е харак-

терно за РА. Има и увеличен риск за развитие на остеопороза (Jeffery, 2014). 

РА е мултиситемно заболяване, извънставни прояви се срещат при около 40% 

от случаите. Първи по важност се нареждат усложненията от страна на карди-

оваскуларната система, като смъртността вследствие на кардиоваскуларни усло-

жения е от 2 до 3 пъти по-висока в сравнение с общата популация. (Solomon et al., 
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2003). Най-тежкото усложнение от страна на сърдечно-съдовата система е васку-

литът. Белодробната интерстициална фиброза, перикардитът и плевритът допъл-

нително допринасят за хетерогенността в клиничния фенотип на РА (Giles, 2019). 

2.2.3. Имунопатогенеза на РА 

РА е заболяване, протичащо с изразена хетерогенност по отношение на 

клиничния ход, автоантителния профил и терапевтичния отговор (Weyand et 

al., 1995). На този етап са идентифицирани повече от 100 генни локуса, прида-

ващи предразположение за развитие на РА (Abo-El Wafa et al., 2017). Комби-

нацията от клинична и серологична хетерогенност, стъпваща върху силно ва-

риабилен генетичен терен са дали основание на редица автори да поставят под 

въпрос нозологичната цялост на РА (Chemin et al., 2016). От това произтичат 

затрудненията при представяне в обобщаващ план на етапите от основните 

етиопатогенетични последователности, водещи от здравe до болест. Въпреки 

това патогенезата на РА може да бъде сведена до серия от комплексни и взаи-

мосвързани времево-пространствени ограничени събития. Първото от тях 

може да бъде охарктеризиранo като остър проинфламаторен стимул, произти-

чащ от фактори на околната среда и водещ до стимулация на фибробластопо-

добните синовиални клетки (ФСК), с последващо производство на възпали-

телни медиатори, миграция и активация на имунни клетки. Следват повтарящи 

се проинфламаторни стимули, водещи до ангажиране на антиген-специфич-

ните механизми на придобития имунен отговор в лимфните възли или слез-

ката. Пречупването на периферния толеранс към собствени структури и проя-

вите на автореактивност формират следващия етап. Oсновен етап, бележещ 

прогресията към разгърнато заболяване, се характеризира с прояви на авторе-

активност или персистиращ автоимунитет, свързани с трайна невъзможност на 

механизмите на имуносупресия да потиснат патологичната имунна активация, 

насочена срещу собствени ставни и извънставни структури.  

2.2.3.1. Посттранслационно модифициране на собствени структури 

На този етап, от наличните данни в световната литература два основни про-

цеса на вторична модификация са с доказана асоциация с развитието на заболя-

ване: ензимното цитрулиниране и неензимното карбамилиране. Те водят до поява 
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на нови епитопи, често наричани „променено свое” („altered-self”). Променените 

собствени антигени се отличават с по-висока имуногенност. Конкретен пример са 

цитрулинираните собствени антигени, които могат да активират вродения имунен 

отговор посредством свързване с Toll-like рецептор 2 и 4 и да индуцират секреция 

наTNF-α, IL-1 и IL-6 (Hatterer et al., 2016).  

➢ Ензимно цитрулиниране 

Ензимното цитрулиниране е процес на вторична, посттранслационна мо-

дификация на протеините. Ензимите, които го катализират, са пептидил-арги-

нин деаминазите (PAD). Функцията на PAD е да катализират превръщането на 

пептидиларгинина в пептидилцитрулин (Vossenaar et al., 2003). Процесът е 

калций-зависим. Замяната с цитрулин увеличава многократно афинитета за 

разпознаване на цитрулинирани олигопетиди от HLA клас II молекулите, но-

сители на „споделен епитоп“, което е свързано и с увеличената антигенна пре-

зентация на цитрулинирани олигопептиди. Различиват се 5 изоформи на PAD, 

експресиращи се от различни клетъчни субтипове (Chang and Han, 2006).  

Физиологичната роля на цитрулинизацията е свързана с вторично моди-

фициране на протеините кератин и филагрин под действието на PAD4 и е не-

разделна част от физиологичния процес на кератинизация (Vossenaar et al., 

2003). При физиологични условия хистоновите белтъци (H3, H4) също подле-

жат на модификация посредством PAD4-зависима цитрулинизация, чрез което 

се осъществява епигенетичен контрол върху генната транскрипция (Vossenaar 

et al., 2003). Интерес представлява фактът, че нивата на естрогените могат да 

влияят върху експресията на PAD4 (Dong et al., 2007). Tютюнопушенето е до-

пълнителен фактор, който индуцира неспецифично алвеолно възпаление и 

води до отделяне на PAD2 и PAD4 от инфилтриращите макрофаги (Lee et al., 

2008). Един от описаните механизми е посредством повишената продукция на 

кислородни радикали (Dong et al., 2007). Проинфламаторната възпалителна 

среда, създавана от TFN-α, IL-1 и IL-6 увеличава отделянето на ензимите 

PAD2 и PAD4 от моноцити и макрофаги. PAD2 и PAD4 също се отделят и от 

неутрофилите, претърпяващи процес на нетоза, процес, водещ до екстернали-

зиране на цитрулинирани хистонови белтъци (Corsiero et al., 2016).  
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➢ Карбамилиране 

Това е посттранслационен процес на вторична модификация на протеи-

ните, при който лизинът се превръща в хомоцитрулин, вследствие добавяне на 

метиленова група (Burska et al., 2014). Процесът на карбамилирание по своята 

същност е неензимен и протича като химична реакция между лизина и разтво-

римия в кръвната плазма цианат (Mydel et al., 2010). Цианатът е в равновесие 

с уреята, но редица състояния, като бъбречно заболяване, възпалително ог-

нище или тютюнопушене, могат да увеличат концентрацията на цианат, което 

ще доведе до усилен процес на карбамилиране (Wynckel et al., 2000). Собстве-

ните структури, подложени на карбамилиране, могат да задействат механиз-

мите на вродения имунен отговор, водещи до продукция на TNF-α, IL-1, IL-

18 и инфлукс на имунокомпентентни клетки.  

2.2.3.2. Загуба на толеранс към собствени структури  

В своята цялост РА ангажира почти всички популации имунни клетки, 

както и фибробласто-подобните синoвиални клетки от мезенхимен произход. 

Добре известно e, че взаимодействието между АПК и Т-хелперните лимфо-

цити формира фунционално “гръбнака” на имунния отговор. Следователно 

възникването на аберантния имунен отговор при РА основателно би могло да 

бъде потърсено именно на ниво дисрегулация в това взаимодействие. Най-се-

риозен аргумент, потвърждаващ ролята на АПК и различните субпопулации 

на Т-хелперни лимфоцити, е именно фактът, че носителството на полимор-

физми от клас II на MHC, обобщено в събирателното понятие “споделен епи-

топ”, е най-силният фактор за развитието на РА и също така е обвързано със 

специфичния автоантителен профил и клиничния фенотип на заболяването 

(Martinsson et al., 2017). Най-характерното проявление от пречупването на ав-

тотолеранса при РА е наличието на разнообразни и специфични за РА автоан-

титела, насочени най-често срещу цитрулинирани или карбамилирани струк-

тури, или срещу Fc фрагмента на имунноглобулини от клас IgG (ревматоиден 

фактор). Продукцията на автоантитела, обединени в двете основни системи – 

антицитрулинирани (ACPA и антикарбамилирани пептиди (anti-CarP) – носят 
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белезите на афинитетно узряване (Martinsson et al., 2017), изотипно превключ-

ване на имуноглобулиновия клас и са директно доказателство за автоимунно 

отклонение в B-клетъчния компартмент. За синтезирането им е необходимо 

наличието на автореактивни плазмени клетки или плазмобласти, успешно пре-

минали през процесите на положителна селекция, протичаща в герминатив-

ните центрове на вторичната или третичната лимфоидна тъкан. Герминативно-

центровата реакция е високоорганизиран процес, протичащ под контрола на 

автореактивни Т-хелперни лимфоцити, означавани като фоликуларни (Тfh). 

Широко прието в литeратурата е, че пречупването на B-клетъчния автотоле-

ранс е вторично и е следствие от появата на автореактивни фоликуларни Т-

хелперни лимфоцити в периферията (Wehr et al., 2019). Двата основни класа 

антитела – АЦП и АКП, са насочени срещу широк кръг собствени структури, 

продукти на ензимни и неензимни реакции на вторично „посттранслационно” 

модифициране. Интерес представлява фактът, че подобни вторично модифи-

цирани пептидни продукти на ензимното цитрулиниране или карбамилиране 

не се представят от тимоцитите по време на негативната фаза на тимусната 

селекция на Т-хелперните лимфоцити (Kampstra and Toes, 2017). Следова-

телно не се изгражда централен толеранс срещу подобни структури, продукт 

на вторична модификация. Наличието на „пропуски” в централния толеранс и 

поддържането на периферен толеранс и хомеостатично равновесие към тези 

вторично променени антигени е динамичен процес, постоянно зависещ от ин-

тегритета и потенциала на периферните механизми на имуносупресия. Също 

така това „подлага“ механизмите на поддържането на периферния автотоле-

ранс на прякото въздействие на факторите на околната среда. Носителството 

на “споделен епитоп” засяга процеса на антигенно представяне и води до пре-

дилекционно представяне на „артритогенни” пептиди, продукт на посттранс-

лационно модифициране (Kampstra and Toes, 2017). Сам по себе си ефектът от 

представянето на цитрулинирани пептиди на Т-хелперните лимфоцити би мо-

гъл да генерира ефекторни проинфламаторни Th17, Th1, Тfh, Th9 субпопула-

ции или регулаторни: Treg, Tr1, Th3; да индуцира клонална анергия, клонална 

делеция или пък да доведе до процес, известен като “неглижиране”. Съгласно 

принципите на трисигналния модел на Т-хелперна активация, са необходими 
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още два сигнала – цитокинова среда и контактно-клетъчно взаимодействие, 

които да променят контекста на антигенното представяне и да способстват за 

нарушаване на равновесието в посока диференциация в проинфламаторни T-

ефекторни лимфоцити. Именно тук може да бъде търсена и ролята на поли-

морфизми по някои генни локуси извън HLA системата, асоциирани с РА, като 

например PTPN22, CTLA4, потискащи функцията на супресорните Тregs, и 

също проинфламаторни тригери от страна на околната среда, като тютюнопу-

шенето, и от страна на микробиома (P. gingivalis). Тези фактори, предизвик-

вайки неспецифична възпалителна реакция, променят процеса на антигенното 

представяне и водят до генериране на цитрулинирани и карбамилирани собс-

твени антигени.  

Натрупаните данни в литературата дават оснавание на редица автори да 

изкажат предположението, че мястото на първоначалния имунологичен конф-

ликт, стоящ зад загубата на периферен толеранс и инициацията на РА, е 

именно мукозата и съответно мукоза-асоциираната лимфоидна тъкан на диха-

телните пътища, гастроинтестиналния тракт или букалната лигавица (Catrina 

et al., 2014). Тютюнопушенето отключва неспецифично алвеоларно възпале-

ние и инфилтрация от мононуклеарни клетки и повишена експресия на 

пептидил-аргинази (PADs), което, съчетано с носителството на “споделен епи-

топ”, може да доведе до пречупване на собствения толеранс към цитрулини-

рани пептиди, тютюнопушенето увеличава относителния риск от развитието 

на РА 1.5 пъти (Catrina et al., 2014).  

Периодонтитът, предизвикван най-често от P. gingivalis, е силен рисков 

фактор, асоцииран с предиспозиция за развитие на РА. Характерно за P. 

gingivalis е, че екпресира свои собствени ензими пептидил-аргинази (PADI), 

катализиращи ензимното цитрулиниране на протеини от екстрацелуларния 

матрикс. Възникналият в условията на локален възпалителен процес антибак-

териален имунен отговор е един от възможните механизми, водещи до генери-

ране на АЦП (Wegner et al., 2010). Нови проучвания добавят още един допъл-

нителен механизъм към действието на P. gingivalis – бактериалните екзоток-

сини са мощен стимул за активиране на Toll-like receptor 2 (De Aquino et al., 
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2014). Това води до увеличаване на продукцията на IL-1 и до потискане на 

компартмента на Tregs (Konig et al., 2016). 

Няколко са механизмите, посредством които различните патогенни мик-

роорганизми могат да способстват пречупването на автотолеранса при РА. 

Това са механизмите на молекулярна мимикрия, „epitope spreading “, индуци-

ране на поликлонална лимфоцитна активация и “bystander” активацията 

(Arleevskaya et al., 2016). 

2.2.3.3. Автоантитела при РА 

Характерните за РА автоантитела могат да бъдат систематизирани в ня-

колко основни групи: антитела срещу цитрулинирани пептиди (ACPA), анти-

тела срещу карбамилирани пептиди (аnti-CarP), ревма-фактори (RF), антитела 

срещу ацетилирани пептиди, антитела срещу оксидирани пептиди аnti-PAD4 

аnti-RA-33, аnti-hnRNP A2 (De Brito Rocha et al., 2019).  

➢ Aнтитела срещу цитрулинирани пептиди (ACPA) 

Терминът ACPA e събирателен и е въведен, за да се систематизират мно-

жеството автоантитела, реагиращи срещу цитрулинирани собствени струк-

тури. Някои автори предлагат и обобщаващия термин цитрулином, целящ да 

обхване различни собствени антигени, претърпяващи вторична модификация, 

свързана със заместване на аргинин с цитрулин. За първи път ACPA попадат в 

полезрението на научната общност през 1964 г., когато посредством индирек-

тна имунофлоуресценция в серума на болни от РА са открити автоантитела, 

реагиращи срещу цитоскелетния протеин кератин. Първоначално те са опи-

сани като антиперинуклеарен фактор. Впоследствие редица други собствени 

структури също са идентифицирани като таргетни за ACPA при РA, като нап-

ример хистони, фибриноген, виментин, фибронектин, α-енолаза, цитокера-

тини (Song and Kang, 2009). Въпреки своя твърде разнороден състав, ACPA 

имат висока диагностична специфичност за РА, около 98%, и могат да бъдат 

открити при около 2/3 от пациентите с РА (Song and Kang, 2009). Антителата 

срещу циклични цитролинирани пептиди (CCP) могат да се появят средно 

около 14 години преди клиничното разгръщане на РА (Willemze et al., 2012), 

като повишаването на техните нива корелира пряко с активността и тежестта 

на ставното засягане (Moeez et al., 2013). АCPA могат да са от клас IgM, IgG, 

IgA и IgE. ACPA от клас IgM и IgA се откриват при 60% от пациентите с РА 
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(Jonsson et al., 1998). АCPA от изотип IgG1и IgG4 са налични при около 99% 

от ACPA-положителните пациети, а ACPA от клас IgG2 и IgG3 могат да бъдат 

установени в серума при съответно 80% и 60% от ACPA положителните паци-

енти с РА (Willemze et al., 2012). Интерес представлява фактът, че броят на 

изотипните специфичности на ACPA сигнификантно корелира с риска за бъ-

дещи радиографски промени (Bax et al., 2014).  

➢ Aнтитела срещу карбамилирани пептиди (anti-CарP) 

Другата голяма група от автоантитела, характерни за РА, е групата на ав-

тоантителата, насочени срещу собствени карбамилирани пептиди (anti-CarP) 

(Shi et al., 2011). Anti-CarP се срещат средно в около 45% от пациентите с РА, 

съответно 45% от клас IgG. Anti-CarP могат да бъдат открити в серумите на 

16-30% от ACPA-негативните пациени (Shi et al., 2011). От клинична гледна 

точка присъствието им корелира с болестната активност и рентгенографските 

увреди (Shi et al., 2014). Anti-CarP могат да бъдат детектирани в серуми на 

здрави индивиди средно около 10 години преди изявата на разгърната кли-

нична симптоматика на заболяването. Те са независим предиктор за влошаване 

на ставната симптоматика (Shi et al., 2013).  

➢ Ревматоиден фактор (РФ) 

Автоантителата, насочени срещу Fc фрагмента на човешкия серумен га-

маглобулин, са описани за пръв път през 1940 г., а през 1948 г. е открита и 

силната им клнична асоциация с РА. Поради тази причина са наречени ревма-

тоидни фактори. Чувствителността им по отношение на РА варира между 60 и 

90%, а специфичността –между 48 и 92% (Ingegnoli et al., 2013). Това е така 

поради факта, че РФ могат да бъдат открити в голям процент при болните със 

системен лупус еритематозус, системна склероза, при възрастни индивиди, 

при хронични инфекции и карциноми (Mc Ardle et al., 2015). РФ могат да бъдат 

от класове IgM, IgG и IgA, често присъстват едновременно в серумите на бол-

ните и комбинираното им изследване се отличава с висока диагностична стой-

ност. Ролята на РФ в патогенезата на РА може да се обясни с усилване на дейс-

твието на ACPA и anti-CarP, благоприятствайки образуването на имунни ком-

плекси и съответно тяхното проинфламаторно и деструктивно действие. Поя-

вата на РФ във висок титър е свързано с пречупване на B-клетъчния толеранс 
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съгласно механизма на свързаното разпознаване (linked recognition, процес, 

противоположен на split tolerance), разгръщане на процес на “epitope 

spreading”, като редица автори съобщават, че T-клетъчната помощ може да се 

осъществява от CCP специфични Т-хелперни лимфоцити (Rao et al., 2017). Из-

ложеното до тук добре обяснява и силната корелация между титъра на РФ и 

активността на ставното възпаление (Rao et al., 2017), но показва, че деструк-

тивната роля и мястото на РФ в проинфламаторната каскада при РА са зави-

сими от наличието на други автоантитела и появата на предшестващо синови-

ално възпаление. 

➢ Антинуклеарни автоантитела 

Антинуклеарни автоантитела (АНА) са хетерогенна група автоантитела, 

разпознаващи собствени интрацелуларни антигени, разположение в клетъч-

ното ядро. Конкретни примери за ядрени структури, които могат да бъдат ми-

шени на хуморален имунен отговор и да бъдат разпознавани от АНА, са двой-

новерижните нуклеинови киселини (dsDNA), едноверижните нуклеинови ки-

селини (ssDNA), нуклеозомалните структури, хистоните, DFS-70, SSA/Ro60, 

Ro52, SSB/La, Ku, U1RNP, Smith, PCNA. В наши дни изследването на АНА е 

недилима част от диагностичния и терапевтичния процес на автоимунните за-

болявания от ревматичния спектър. Това се дължи на високата чувствител-

ност, специфичност, негативна и отрицателна предсказателна стойност на 

АНА (за положителни следва да се приемат титрите на АНА ≥ 160) при сис-

темни автоимунни заболявания като системен лупус еритематозус (СЛЕ), 

прогресивна системна склеороза (ПСС), синдром на Сьогрен, автоимунни ми-

озити и припокриващи форми (Pisetsky, 2017). Също така АНА могат да се сре-

щат и при пациенти с РА. Harmon и сътр. съобщават, че положителните титри 

на АНА могат да се наблюдават при около 40-60% от пациентите с РА 

(Harmon, 1986), a Aitcheson и сътр. установяват, че средно около 40% от бол-

ните с РА са положителни за АНА от клас IgG (Aitcheson et al., 1980). Невисо-

ката специфичност и чувствителност при РА е в подкрепа на тезата, че АНА 

не са директно „отговорни” за инициацията и поддържането на затворения 

кръг на автоимунното възпаление в ревматоидния синовиум. От друга страна, 
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наличието на АНА при пациенти с РА трябва да се разглежда като част от па-

литрата от възможни и често появяващи се автоантитела. По този начин те 

допринасят допълнително за хетерогенния и индивидуален характер на забо-

ляването както в имунологичен, така и в клиничен и терапевтичен план. При-

родата на появата на АНА в контекста на РА може да бъде представена пос-

редством действието на няколко отделни процеса: 

• некро-инфламаторно възпалние;  

• неутрофилна нетотична смърт и екстернализация на ядрено съдър-

жимо; 

• фагоцитоза и изчистване на апоптотични и некротични материи; 

• проинфламаторен възпалителен контекст и потискане на перифер-

ните имунорегулаторни механизми;  

• епитопно разпростиране (epitope spreading) и епитопно фокусиране 

(epitope focusing);. 

Двата процеса на епитопно разпространение и фокусиране са динамични 

и в контекста на автоиумунните заболявание имат противоположно действие. 

Епитопното разпространение е механизмът, стоящ зад появата на „нови” авто-

антитела, с нови епитопни специфичности (поява на ACPA, RF, АНА и други). 

Фокусирането от своя страна е процесът, ограничаващ появата на автоанти-

тела с нови епитопни специфичности за сметка на увеличаването на специфич-

ността на вече съществуващите и оформянето на „крайния” автоантитялов 

профил. От имунопатогенетична гледна точка не само наличието на АНА при 

РА, но и тяхната липса също е въпрос, свързан с разбирането на природата на 

обособяващите РА имунни дисрегулации. 

Практически отговор на този проблем може да бъде намерен отчасти в 

появата на симтоми, наподобяващи СЛЕ и АНА, при пациенти с РА, подло-

жени на терапия с моноклонални антитела, насочени срещу TNF-α (Klapman et 

al., 2003). TNF-α e цитокин с плейотропно действие, едно от които е да стиму-

лира и активира кръвните моноцитни клетки и тъканите макрофаги и усилва 

способността им за фагоцитоза и „вътреклетъчно смилане”. Едно от предпо-

ложенията, обясняващи индукцията на СЛЕ-подобно състояние при блокаж на 

TNF-α цитокиновия път, е потискане на тъканните макрофаги и постигане на 
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функционален „дефицит” в процесите на изчистиване на апоптотични и нек-

ротични материи в контекста на проинфламаторна цитокинова среда, което, 

както беше споменато, е един от процесите, свързани с продукцията на АНА. 

Това определя и важното значение на мониторирането на АНА в хода на осъ-

ществяване на съответни терапевтични протоколи при РА.  

➢ Други автоантитела  

Други автоантитела с диагностична и клинична значимост при РА са: anti-

PAD4, anti-BRAF, антитела срещу ацетилирани пептиди, антитела срещу ок-

сидирани пептиди (De Brito Rocha et al., 2019). 

2.2.4. Ставно засягане и синовиална патология при РА 

РА засяга диартродиалните стави. Характерното за устройство на диарт-

родиалните стави е, че ставните повърхности са покрити с хиалинен хрущял, 

пространството, затворено в ставната междина, е изпълнено с вискозна сино-

виална течност и е оградено със синовална мембрана, която също покрива и 

неартикулиращи повърхности. Синовиалната мембрана е тънка, липсва ба-

зална мембрана и отвън е покрита с фиброзна ставна капсула. Дебелината на 

синовиума e с няколко клетъчни слоя, които са два вида: стромални фиброб-

ласт-подобни синовиоцити (тип Б) и синовиални макрофаги (тип А). По пра-

вило синовиалната тъкан е оскъдно кръвоснабдена.  

Най-ранните ставни изменения при РА са разрастване на васкуларното 

русло в синовиума, придружено с микротромбози и периваскуларни възпали-

телни инфилтрати. Активна роля в процеса на хронифициране на синовиал-

ното възпаление заема ендотелът. Характерни са постоянната експресия на ад-

хезионни молекули като ICAM-1, VCAМ-1, експресията на хемоатрактанти и 

увеличеният съдов пермабилитет поради продукция на хистамин, серотонин и 

други вазоактивни амини. Неоваскуларизацията, заедно с активирания ендо-

тел, увеличава миграцията и навлизането на имунни клетки в синовиума като 

35% от всички имунни клетки, инфилтриращи синовиума, принадлежат към 

компартмента на Т-хелперните лимфоцити (Firestein and McInnes, 2020). На 

следващ етап активираните CD69+ Т-лимфоцити, инфилтриращи синовиума, 

понижават експресията на сфингозин фосфатния си рецептор-1 (S1P1), което 
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блокира напускането на активираните Т-лимфоцитите и допринася за персис-

тирането на имунокомпетенти клетки в синовиума (Firestein and McInnes, 

2020), сред които и автореактивни.  

Образуват се имунни комплекс между RF, ACPA и съответните им тар-

гетни антигени – цитрулиниран протеини, част от екстрацелуларния матрикс. 

Получените антиген-антитяло комплекси могат да активират комплемента по 

класическия път и отделянето на C3a и C5a. Медиатори на възпалението, като 

C3a и C5a, имат силно хемоатрактантно действие и увеличават инфлукса на 

моноцитни клетки и неутрофили в синовиалната тъкан. Антиген-антитяло 

комплексите могат да бъдат фагоцитирани от инфлитриращите моноцитни и 

дендритни клетки посредством FC рецептор-медиирана ендоцитоза или анга-

жиране на съответните рецептори за комплемента: CR1, CR3, CR4, експреси-

рани от фагоцитиращи клетки. Поглъщането на антиген-антитяло комплексите 

от моноцити води до продукция на проинфламаторни цитокини, като IL-12p70, 

TNF-α, IL-23, IL-1, IL-8 и GM-CSF, и е съпроводено от фенотипни промени, 

характерни за зрели АПК – висока експресия на HLA-DR и B7 комплекса. Зре-

лите дендритни клетки увеличават ексресията си на CCR7, напускат синови-

ума и навлизат в регионалните лимфни възли, където са способни да активират 

наивни автореактивни Т-хелперни лимфоцити. Останалите в синовиалната тъ-

кан макрофаги посредством високата си експресия на HLA-DR и високата спо-

собност за антигенна презентация осигуряват допълнителен сигнал, потенци-

ращ оцеляването на активираните автореактивни Т-ефекторни лимфоцити в 

синовиума (Papadopoulos et al., 2007). Инфлуксът и персистирането на авторе-

активни активирани Т-хелпери в синовиума е свързано в повишение в нивата 

на проинфламаторни цитокини като IL-6, IL-17, IL-21, IL-22, TNF-α, GM-CSF 

(McInnes et al., 2015). 

Активни участници в автоимунното синовиално възпаление при РА са и 

неутрофилите, които под действието на проинфламаторната цитокинова среда 

(IL-8, IL-17, TNF-α), претърпяват процес на клетъчна смърт, известен като не-

тоза (Li et al., 2019). По литературни данни ACPA и в частност антителата 

срещу цитрулинирания виментин могат да стимулират неутрофилната нетоза 
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посредством едновременното ангажиране на TLR2, 4 и FCγ рецепторите. Не-

утрофилната смърт чрез нетоза води до екстернализиране на ядрени и цитоп-

лазмени структури, формиращи така наречените неутрофилни екстрацелу-

ларни капани (NETs), състоящи се от ядрени структури като декондензиран 

ядрен хроматин, цитрулинирани хистонови белтъци и цитоплазмени проте-

ини. Най-силно допринасящите за възпалението и ставната деструкция са про-

теиназа 3, миелопероксидаза, катепсин G, неутрофилна серин протеиназа, кал-

протектин, катлецидин, цитрулиниран фибриноген, LAMP-2, матриксна ме-

талпротеиназа 9, PAD-2, -4 и продукция на кислородни радикали (O’Donoghue 

et al., 2013). Екстернализираните цитрулинирани хистони и катлецидин (LL-

37) могат да активират инфламазомата (NLRP3), а също и TLR-2, -4 и по този 

начин увеличават секрецията на IL-1β, IL-12, IL-23 IL-1β и IL-18 от миелоидни 

клетки. Редица проучвания демонстрират, че неутрофилната нетоза при рев-

матоидното синовиално възпаление също така е механизъм, който потенцира 

и селекцията, и оцеляването на автореактивни B-клетки и формиране на гер-

минативни центрове в синовиума (O’Neil & Kaplan, 2019). Поради високата 

имуногенност на нуклеарните антигени (dsDNA, Nuc, хистони, SP60, HMGB1 

и др.), активацията на механизми от вродения имунен отговор (напр. Тoll-like 

рецептори, TLR) води до усилване на синтеза на проинфламаторни цитокини, 

като интерферон-алфа (IFN-α), IL-6 и IL-12, TNF-α и др. (Gupta et al., 2010). 

Разпознаването им от макрофаги и плазмоцитоидни дендритни клетки води до 

процес на антигенна презентация и продукция на проинфламаторни цитокини 

като IL-12p40, IL-23 и В-клетъчния просървайвъл цитокин BAFF (Blys) (Tillack 

et al., 2012). Автореактивните В-клетки, разпознали своя автоантиген (хистони, 

dsDNA, комплекси П-цитрулинирани хистони) след интернализирането му 

посредством BCR (В-клетъчен рецептор) медиирана ендоцитоза, получават 

допълнителен сигнал от ендозомално разположените TLR-3 (ТRIF, IRF3) и 

TLR-7, 8, 9 (МyD88, IRF5, IRF7). Така те увеличават способността си за анти-

генно представяне, но и същевременно засилват мембранно разположения 

CD95 и други про-апоптотични молекули и стават податливи на апоптоза по 

CD95-зависим механизъм и/или цитокинова деплеция. Допълнителен сигнал, 
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който да ги запази от апоптоза, може да дойде под формата на помощ от авто-

реактивни Т-хелперни лимофицити – процес, известен като загуба на „split 

tolerance”. На следващ етап е взаимодействието между автореактивните B- и 

T-хелперни лимфоцити. Появяват се герминативни центрове в синовиума 

(Domeier et al., 2017), последствие от което е продукцията на специфични ав-

тоантитела in situ в синовиума. Наличните в литературата данни демонстрират, 

че около 40% от ACPA, произвеждани от синовиалните герминативни цент-

рове, показват висок афинитет срещу цитрулинирани H2A/H2B хистони 

(Corsiero et al., 2020), което е в подкрепа на представения механизъм. При 

около 40-50% от пациентите с РА в синовиума се откриват високоорганизи-

рани третични лимфоидни фолукули (Manzo et al., 2010). Продуцираните в си-

новиума автоантитела допълнителено спомагат за самоподържането на сино-

виалното възпаление при РА. Освен това АЦП могат да се свързват директно 

за цитрулинирания глюкозо-регулиран протеин 78 (cit-GRP78), експресиран 

върху повърхността на макрофафите, което води до продукция на TNF-α (Lu 

et al., 2010). Промененият профил на гликолизиране, засягащ Fc фрагмента на 

IgG анти-CCP, позволява CCP да се свърже посредством Fc фрагмента си и да 

блокира експресирания върху дендритни клетки DC-SIGN. Това e механизъм, 

блокиращ производството на PGE2 от дендритни клетки (Böhm et al., 2012). 

Отделените от активираните неутрофили и макрофаги матриксни мета-

лопротеинази, агрекинази, неутрофилна еластаза, миелопероксидаза, както и 

други протеолитични ензими (ADAMTS 4, 5) в комбинация с активно отделя-

ните кислородни радикали нанасят необратими структурни поражения върху 

хиалинния хрущял на засегнатите диартродиални стави, водещи до неговата 

прогресивна загуба. Проинфламаторната цитокинова среда, създавана от TNF-

α, IL-6, IL-17, IL-1b, IL-18, активира синовиалните фибробластни клетки и тях-

ната пролиферация, водеща до образуване на ексецисивна гранулационна тъ-

кан, известна като панус. Панусообразуването e един от факторите, стоящ в 

основата на появата на ставен деформитет и загуба на функция (фиг. 1).  
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Фигура 1. Ставно засягане при РА (Aдаптирано от учебен онлайн курс на тема „Learning 

Objectives Degenerative joint disease”, автор Jessi Pitts) 

 

Важен аспект в механизма на ставното засягане при РА е деструкцията на 

подлежащата кост. Това е свързано с нарушаване на финия баланс между про-

цесите на костно изграждане и костна резоробция, а двете основни клетъчни 

популации, отговорни за това, са остеобластите и остеокластите. При РА този 

баланс е променен и изместен в посока на потенциране на остеокластната ак-

тивност (Baum and Gravallese, 2013). Остеокластите са клетки, принадлежащи 

към миелоидната клетъчна линия, продукт на крайната диференциация на 

кръвните моноцитни клетки. Характерните за РА повишени нива на TNF-α, IL-

1, IL-6, IL-17 и GM-CSF водят до дисрегулация в основните пътища, регули-

ращи остеокластогенезата: RANKL / OPG / RANK, Wnt (Pettit et al., 2001; Van 

Tuyl et al., 2010) и стимулират диференциацията на кръвните моноцити в по-

сока остеокласти. Активираните Th17 са основен източник на RANKL, който, 

свързвайки се с RANK, експресирасан върху остеокластите, увеличава тяхната 

активност (Brennan and McInnes, 2008; Gravallese and Walsh, 2011). От друга 

страна, вследствие на проинфламаторната цитокинова среда (TNF-α) в сино-
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виума се понижава и секрецията на остеопротегерин (ОPG), явяващ се естест-

вен инихибитор на RANKL (Redlich et al., 2002), което допълнително потен-

цира остеокластогенезата и потиска остеобластите.  

2.2.5. Роля на Th17 и Тreg в имунопатогенезата на РА 

Днес е известно, че поддържането на периферен толеранс и хомеоста-

тично равновесие към собствени антигени е динамичен процес, постоянно за-

висещ от интегритета и потенциала на периферните механизми на имуносуп-

ресия. И ако пораждането на автоимунитет е неизбежно следствие от имунната 

реактивност, то трайното персистиране на автоимунитет и разгръщане на ав-

тодеструктивен имунен отговор е пряко доказателство за нарушения хомеос-

татичен контрол от страна на механизмите на имуносупресия. Нарушаването 

на този хомеостатичен контрол е пример за дуалистичен подход и е една от 

модерните концепции за възникването на автоимунните заболявания 

(Perricone & Shoenfeld, 2019). В исторически план, началото ѝ е поставено от 

Gershon и Kondo, които формулират концепцията за “T супресорните клетки” 

(Gershon et al., 1971). С времето обаче става ясно, че процесът на имунната 

супресия не се осъществява от един единствен и специализиран вид имунни 

клетки. Към днешна дата списъкът на познатите такива включва Тr-1, Th3, 

CD4+FoxP3+ (Тreg), CD8+FoxP3+, Bregs, MDSC, MСК и вероятно други. Но ако 

трябва да посочим един вид имунни клетки, който да е в най-силна степен спе-

циализиран и „посветен” в посока имуносупресивно действие, то това е субпо-

пулацията на регулаторните CD4+FoxP3+ (Tregs) лимфоцити.  

Съгласно apriori формулираните цели и задачи, ние избрахме да просле-

дим динамиката между две хелперни лимфоцитни субпопулации, тези на Th17 

и Тregs под влияние на средите от АТ-МСК при РА. Toва беше продиктувано 

от многобройните данни в литературата, демонстриращи бройните и функци-
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онални изменения в пула на Th17 и Тreg при РА „подмяната“ на Тh1/Th2 па-

радигмата и извеждането на преден план на концепцията за ролята на Тh17/ 

Treg в патогенезата на РА. 

Съгласно наличните в литературата данни в патогенезата на РА Тh17 и 

Тregs субпопулациите представляват две функционално антагонистични Т-

хелперни субтипове. Диаметрално противоположните им функции са обвър-

зани с експресията на два различни транскрипциони фактора: FoxP3 при Тregs 

и RORc (RORγt при мишки) при Тh17 хелперните лимфоцити. Под тяхното 

действие Tregs и Тh17 търпят епигенетично препрограмиране, водещо до диа-

метрална промяна в цитокиновата им продукция и ефекторните функции: 

Тregs потискат и регулират имунния отговор посредством продукция на TGF-

β, IL-10, PGE2, IL-35, a Тh17 продуцират основно проинфламаторните IL-17, 

IL-21, IL-6 и TNF-α. Един от най-важните аспекти oт дуализма между Тregs и 

Th17 е общият им път на диференциация. Експресията на RORc и FoxP3 e ед-

новременно зависима от наличието на TGF-β (Dardalhon et al., 2008), като в 

ранните етапи от Т-хелперната диференциация RORc и FoxP3 се експресират 

едновременно (Dardalhon et al., 2008). Също така действието на TGF-β потиска 

екпресията на T-bet и GATA-3, основните транскрипционни фактори, опреде-

лящи съдбата на наивния Т-хелперен лимофцит в посока диференциация в Th1 

или Тh2 субтип, т.е. изборът между Тregs и Тh17 реципрочно потиска Th1 и 

Тh2 субтиповете. Именно поради този факт, подкрепен от редицата емпирични 

наблюдения (табл. 2 и 3), е една от причините за надграждане към Тh1/Th2 

парадигмата и дуалистичната пластичност между Тregs и Th17. На следващ 

етап съотношението TGF-β/IL-6 определя насоката на Т-клетката по посока 

Tregs или Th17 (Bettelli et al., 2006). TGF-β едновременно индуцира синтеза 

както на FoxP3, така и на RORc, при което FoxP3 директно потиска RORc и 

диференциацията в Th17. В присъствието на IL-6 този механизъм e блокиран 

и се осъществява трансформацията по посока Th17 (Xu et al., 2007). Диферен-
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циацията в посока Th17 допълнително може да се благоприятства и от цито-

кини като IL-1β, IL-21, IL-23 (Lee et al., 2009). Реципрочността и зависимата от 

цитокиновата среда позиция на този фин баланс е в подкрепа на емпиричните 

данни за наличието на бройни и функционални нарушения при Тregs и Тh17 

при РА (табл. 2 и табл. 3). Изучаването на Тh17 и Tregs заема централно място 

в експерименталната постановка и заложените цели на настоящия дисертаци-

онен труд, но необходимо уточнение е, че те не са единственият пример за 

функционален антагонизъм в патогенезата на РА.  

2.2.5.1. Роля на Тh17 хелперните лимфоцити при РА 

Многобройни са данните в литературата, описващи приноса и деструктив-

ната роля на субпопулацията на Th17 хелперните лимфоцити в процесите на хру-

щялна и костна деструкция и синовиална хиперплазия, поради което редица ав-

тори са характеризили РА като Th17 медиирано заболяване (табл. 2).  

Т-клетъчната диференциация е епигенетично състояние, обвързано с опре-

делен фенотип, транскрипционни фактори, секреция на цитокини и метаболитни 

пътища и се характеризира със способност за пластичност (Мuranski, 2013).  

Th17 клетките обособяват отделна Т-клетъчна субпопулция, характери-

зираща се с експресията на транскрипционния фактор retinoic acid-related 

orphan receptor ROR𝛾t, с повърхностната експресия на CD161 и хемокиновия 

рецептор CCR6 (CD196), и с производството на цитокини, принадлежащи 

към IL-17 цитокиновото семейство (IL-17A, IL-17F, IL-17A/F), както и TNF-α, 

IL-21, IL-22, CCL20, IL-26 и GM-CSF. Поляризацията на наивните Т-хелпери в 

посока Th17 се потенцира от присъствието на IL-6, IL-21, IL-23 и TGF- 

(Мaddur, 2012). Ефекторната функция на Th17 хелперните лимфоцити при 

здрави индивиди е тясно обвързана с характерния проинфламаторен цитоки-

нов профил и e насочена в посока координиране и потенциране на имунния 

отговор срещу извънклетъчни патогени, каквито са голяма част от грам-по-

ложителните бактерии и гъбите. Този факт е в подкрепа на ролята на микро-

биома за развитието на РА (Bodkhe et al., 2019) и връзката с абнормната ак-

тивация на Th17 хелперния компартмент. 
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Таблица 2. Резултати от литературна справка, по отношение на процента  
на Тh17 и концентрацията на IL-17 в периферна кръв, синовиална течност  

и синовиална тъкан при пациенти с РА 

Авторски колектив Процент на Тh17 Нива на IL-17А 

 ПК СТ СМ Серум СТ 

Chabaaud et al., 1999 / / ↑** / / 

Kotake et al., 1999 / / ↑** / ↑** 

Ziolkowska et al., 200 / / / / ↑** 

Кageyama et al., 2007 / / / ↑* ↑** 

Yamada et al., 2008 / ↓*** / / / 

Shen et al., 2009  ↑ / / / / 

Shahrara et al., 2008 / ↑*** ↑* / / 

Mоran et al., 2009  / / ↑** ↑** ↑** 

Shen et al., 2010  ↑ / / ↑* / 

Gullick et al., 2010 ↑ ↑** ↑*** / / 

Chen et al., 2011 ↑ / / ↑* / 

Lina et al., 2011  ↑ / / / / 

Metawi et al., 2011  / / / ↑* ↑** 

Suurmond et al., 2011 / / / / ↑** 

Samson et al., 2012  ↑ / / / / 

Zhang et al., 2012 ↑ / / / / 

Van Hamburg et al., 2013 ↑ ↑*** / / / 

Niu et al., 2012 ↑ / / / / 

Kim et al., 2013 ↑* ↑** / / ↑* / 

Henriques et al., 2013 ↑* / / / / 

Sakar and Fox, 2010 ↑** / / / / 

Miao et al., 2014 ↑* / / / / 

Guggino et al., 2015  ↑** / / / / 

ПК: периферна кръв; СТ: синовиална течност; СМ: синовиална мембрана; ↑ – увеличение; 

↓ – намаление; = без сигнификантна промяна; / – не е изследвано;* спрямо здрави конт-

роли;** спрямо болни с остеоартрит; *** спрямо периферна кръв от пациенти с РА 

При РА Тh17 са основният „остеокластогенен“ T-клетъчен субтип и могат 

да бъдат представени като свързващото звено между ексцесивната Т-клетъчна 

активация и процесите на хрущялна и костна деструкция. Oт тази гледна точка 
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взаимодействията между Тh17 и синовиалните фибробластни клетки, моно-

цитните клетки и неутрофилите са основоположни. Продуцираният от Тh17 

RANK лиганд е основният фактор, стимулиращ функционалната активност на 

остеокластите. Експресията на хемокиновия рецептор CCR6, характерна за 

Th17, но не и за Th1 и Th2, e тази, която насочва хоминга на Th17 във възпале-

ния синовиум. Високата експресия на клас II молекулите на MHC от АПК в 

ревматоидния синовиум служи като стимулиращ сигнал, благоприятстващ 

оцеляването и цитокиновата продукция от автореактивни ефекторни Th17. Ос-

новна тук е ролята на IL-17A, който посредством активацията на NF-κβ, MAPK 

и AP-1 сигнално трансдукционните пътища индуцира активация на фиброб-

ластоподобните синовиални клетки. Те се трансформират в перманентно акти-

вирани фибробласти, често характеризирани в литературата като „паноцити”. 

Активираните синовиални фибробласти са неподатливи на апоптоза и секре-

тират високи количества на IL-6, TNF-α и IL-15 (Sen et al., 2001). Секретира-

ният IL-15, от друга страна, увеличава секрецията на IL-17 от ефекторните 

Th17 (Toh et al., 2010). Описаният порочен кръг е известен като IL-15/Th17/IL-

6 ос и води до перманентна активация и пролиферация на фибробластопо-

добни клетки. IL-17 стимулира и отделянето на ензими – колагенази, отго-

ворни за деструкцията на хиалинния хрущял (Chabaud et al., 2001). Паракрин-

ният ефект на IL-6, TNF-α и IL-15 върху Th17 e свързан с намалена експресия 

на CD3, загуба на способност за апоптоза и е един от механизмите за „измък-

ването“ им от хомеостатичен контрол (Maurice, 1997). Парадоксално, при РА 

синовиалните Тh17 намаляват повърхностната си ексресия на CD28 и TCRζ, 

но същевременно усилват секрецията на IL-17 (Zizzo et al., 2019), което коре-

лира положително с болестната активност, определена чрез DAS44 скора. 

(Zizzo G, unpublished data). Предложеното от De Santis et al. обяснение е, че 

това отразява промяната от антиген-зависим към цитокин-зависим провъзпа-

лителен отговор, при което паракринният ефект на продуцираните проинфла-

маторни цитокини е в основата на самоподдържащото се автоимунно възпале-

ние. Броят на синовиалните Тh17 корелира с болестната активност, степента 

на неутрофилната инфилтрация в ревматоидния синовиум и нивата на CRP 

(Gullick et al., 2010). Th17 играят важна роля по отношение на усилване на не-

утрофилния хемотаксис и на процеса на неоангиогенеза (Zizzo et al., 2019).   
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От друга страна, субпопулацията на Тh17 хелперните лимфоцити може да 

оказва влияние върху B-клетъчния компартмент (Аnnunziato et al., 2007; 

Mitsdoerfer et al., 2010). Toва се потвърждава от факта, че Тh17 споделят ре-

дица общи характеристики с фоликуларните хелперни лимфоцити (Тfh), като 

например експрeсия на ICOS, транскрипционен фактор c-Мaf и секрецията на 

високи нива на IL-21 (Bauquet et al., 2009). IL-21 заедно с IL-4 са най-ключо-

вите цитокини, отговорни за B-клетъчната диференциация и пролиферация в 

контекста на герминативно-центровата реакция. Освен това IL-17, независимо 

от IL-21, може да стимулира превключването на имуноглобулиновия изотип и 

да активира формирането на автореактивни герминативни центрове в ревма-

тоидния синовиум (Hsu et al., 2008; Mitsdoeffer et al., 2010). B-лимфоцитите 

имат висока степен на експресия на рецептор за IL-17 и свързването на IL-17 

с B-клетъчния IL-17R води до увеличаване експресията на активация-индуци-

раната цитидин деаминазата (Bai et al., 2008). Способността на Th17 дa оказва 

помощ на автореактивните B-лимфоцити, да подпомага създаването на герми-

нативни центрове в синовиума и да стимулира продукцията на автоантитела 

(Warrington et al., 2001) е допълнителен аспект от патогенетичната роля на 

Th17 при РА.  

2.2.5.2 Tregs и РА 

Парелелно с формулиране на концепцията за Т-супресорните лимфои-

цити, Gershon и Kondo въвеждат термина „инфекциозен толеранс”, с цел да 

обобщят редица емпирични наблюдения, налични по това време (Gershon-

Cohen, 1961). Понастоящем инфекциозният толеранс е разпознат като един от 

основните механизми, въвлечени в поддържането на периферен имунен толе-

ранс в тъканите и мукозата. Това е процес, при който толерогенна имунна 

клетка индуцира толерогенно състояние у други имунни клетки вместо ефек-

торни клетки. Процесът води до „лавинообразен” ефект на взаимозависимо 

акумулиране на регулаторни имунни клетки. Към днешна дата е известно, че 

списъкът на регулаторните клетки, въвлечени в процеса, обхваща широк спек-

тър от лимфоидни и нелимфоидни такива. В концептуален план механизмът 

на „инфекциозния толеранс” е организиран около тезата, че ефекторният и то-
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лерогенният/имуносупресивният фенотип могат да бъдат транзиторни състоя-

ния, търпящи променливост, в зависимост от контекста на антигенната стиму-

лация, костимулаторни молекули и цитокиновата среда. От друга страна, пра-

вилното разбиране на процеса на индуциране на имуносупресивно състояние 

многократно улеснява и изучаването на механизмите на имуносупресия по-

ради факта, че в концептуален план фенотипните изменения и индуцираните 

толерогенни фенотипове би трябвало да са взаимозависими и силно корели-

ращи помежду си. Следователно по силата на дедуктивния подход, проследя-

ването на динамиката в таргетна имуносупресивна популация би било доста-

тъчно, за да спекулираме за цялостната динамика в процеса на развитие на ин-

фекциозен толеранс и също би премахнало затрудненията при диференциране 

на различни популаци толерогенни имунни клетки. Някои трудности произти-

чат от пластичността на различните субпопулации регулаторни имунни клетки 

и липсата на фенотипни маркерки, които да спомогнат за разграничаването им. 

В исторически план откритието, направено през 2003 г. от Hori (Hori, 2003), е, 

че експресията на транскрипционния фактор fork-head box P3 (FoxP3) може да 

бъде сигурен демаркационен белег, обвързан с регулаторен фенотип сред екс-

пресиращите го CD4+ и CD8+ лимфоцити. На практика важността на 

CD4+FoxP3+ Treg лимфоцити се извежда на преден план в механизмите на иму-

носупресия (Zhao, 2017).  

Класическият фенотип, характерен за Тregs, е свързан с постоянна инт-

рацелуларна експресия на транскрипционния фактор FoxP3 и есктрацелуларна 

експресия на CD25 (високоафинитетна субединица, формираща рецептора за 

IL-2), CD122 (рецептор за γ-веригата на IL-2), NrpI и негативна експресия на 

CD127 (рецепотор за IL-7). Други характерни повърхностни маркери, често 

експресирани от Tregs и пряко обвързани с техните имуносупресивно свойст-

ваq са GITR (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor), PD-L1, 

CTLA-4, LAG-3 (Jonuleit et al., 2001; Baecher-Allan et al., 2001; Baecher-Allan 

et al., 2002), а транскрипционният фактор Helios e коментиран от редица ко-

лективи като маркер, характерен за естествените nТregs (Thornton et al., 2010). 

Тregs имат чувствително по-малък потенциал за пролиферация спрямо ефек-

торни не-регулаторни клетки, около 10-40 пъти по-слаб (Baecher-Allan, 2004). 
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Според произхода си Tregs могат да бъдат разделени на две основни субпопу-

лации – „естествени” nTregs и индуцируеми iTregs. Естествените nTregs са на-

речени така, защото тяхната диференциация завършва в тимуса по време на 

процесите на положителна и отрицателна селекция, тоест те са част от процеса 

на централния толеранс (Chen et al., 2003). nTreg са дългоживеещи, анергични 

и с нисък пролиферативен потенциал. Оцеляването им е зависимо от TGF-β, a 

за своята активация и пролиферация са зависими от паракринното действие на 

IL-2 в комбинация със стимулация върху ТКР (Li et al., 2006). Действието на 

nTregs е антиген-зависмо (Tree et al., 2010) и поради това имуносупресивният 

им ефект върху автореактивните Т-хелперни лимфоцити най-често се осъщес-

твява посредством модулация на антиген представящите клетки, механизъм, 

известен като „свързана супресия” (“linked suppression”). В процеса на кости-

мулация тук основна роля има CD28. Противоположно на тях, индуцираните 

iTregs са продукт на диференциацията на наивни Т-хелперни лимфоцити в пе-

риферията след праймиране със съответния им антиген в комбинация с TGF-β 

(Josefowicz and Rudensky, 2009). Механизмът, чрез който TGF-β осъществява 

своите функции, в частност индуциране на транскрипцията на FoxP3, включва 

взаимодействие нa транскрипционните фактори STAT3 и NFAT (Josefowicz 

and Rudensky, 2009), които се свързват към CNS1 генния енхансър и индуцицат 

транскрипцията на FoxP3 (Tone et al., 2008). Основна роля като костимула-

торна молекула при iTreg има CTLA-4. Имуносупресивният ефект на iTregs е 

антиген независим, повлиява епигенетичната модификация и те могат да загу-

бят FoxP3+ експресията под действие на проинфламаторна цитокинова среда, 

като например TNF-α и IL-6. Механизмите на имуносуресия, осъществявани 

от Тreg, могат да се разделят на директно или индиректно въздействие. Осъ-

ществяват се посредством секреторни разтворими молекули и чрез контактни 

механизми. Oсновните разтворими медиатори, секретирани от Tregs и имащи 

ключова роля по отношение на имуносупресивното им дейстивие, са TGF-β, 

IL-10, IL-34, IL-35, IDO и аденозин (Zhao et al., 2017), a основните контакт-

зависими инхибиторни молекули включват PD-L1, CTLA-4, TIGIT, LAG-3. 

Посредством изброените механизми Тreg могат да потискат пролиферацията 
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и активацията на ефекторни Т-хелперни лимфоцити или да индуцират толеро-

генен фенотип, свързан с понижено антигенно представяне и намалена гъстота 

на експресия на костимулаторни молекули от страна на миелоидни клетки. 

По отношение мястото на Tregs в патогенезата и механизмите на разгръ-

щане и прогресия на РА, многобройни студии потвърждават множеството 

бройни и функционални нарушения в пула на регулаторните FoxP3+ Т-лимфо-

цити. Представената в таблица 3 литературна справка показва само една малка 

част от наличните проучвания. В конкретния случай публикациите са подб-

рани въз основа на най-голям брой, включени във всяка отделна публикация, 

пациенти. 

Tаблица 3. Резултати от литературна справка по отношение на процента  
на Тregs в периферна кръв и синовиална течност при пациенти с РА 

Авторски колектив ПК СТ 

Cao et al., 2003 =* ↑** 

Cao et al., 2004 ↓* ↑** 

Van Amelsfort et al., 2004 ↑* ↑** 

Jiao et al., 2007 ↓* ↑** 

Han et al., 2008  ↑* / 

Sempere-Ortells et al., 2009 ↓* / 

Кawashiri et al., 2011 ↓* / 

Lina et al., 2011 ↓* / 

Niu et al., 2012 ↓* / 

Samson et al., 2012  ↓* / 

Cuggino et al., 2015 ↓* / 

ПК: периферна кръв; СТ: синовиална течност; ↓ – намаление; = без сигнификантна про-

мяна;/ – не е изследвано; * спрямо здрави контроли; ** спрямо периферна кръв от пациенти 

с РА. 

TNF-α и IL-17 могат да потискат имуносупресивния потенциал на Tregs 

(Van Amelsfort et al., 2007) и редица автори спекулират, че високите нива на 

TNF-α при РА могат да са едни от факторите, водещи до нарушаване на функ-

цията на Tregs. Еhrenstein и сътр. докладват, че Тregs, изолирани от пациенти 

с РА, могат да потискат пролиферацията на автореактивните Т-хелперни суб-

типове, но е силно намалена способността им да потискат цитокиновата про-

дукция на проинфламаторни цитокини Прилагането на TNF-α блокиращ мо-

ноклонален препарат при същата група пациенти води до „подобряване“ спо-

собността на Tregs да упражняват контрол върху синтеза на проинфламаторни 
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циткони като IL-6, IL-17 и да секретират сигнификантно по-високи нива на IL-

10 и TGF-β (Nadkarni et al., 2007). Flores-Borja et al. свързват описания дефект 

в компартмента на Тregs с понижена експресия на CTLA-4 от страна на Tregs 

(Flores-Borja et al., 2008). Важен аспект от действието на високите нива на 

TNF-α върху Тreg e, че водят до повишена експресия на TNFRII, което усилва 

ефекта на TNF-α върху Тregs субпопулацията и води до потисната експресия 

на FoxP3 (Nagar et al., 2010). Друг механизъм, описан в литературата, е, че 

ТNF-α може да инхибира супресивната активност на Treg, като влияе върху 

формирането на имунологичен синапс и съответно взаимоотношенията между 

Tregs и АПК чрез увеличаване на активността на протеин киназа C-тета (PKC-

θ) и потискане на функцията на Dlgh1 (Disc large homolog 1). Намаленият брой 

на Tregs при пациенти с РА би могъл да бъде обяснен с усилена апоптоза сред 

техния компартмент (Xiao et al., 2011), едно от обясненията за което е повише-

ната секреция на TRAIL (Тumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) 

от ефекторни Т-хелперни лимфоцити (Xiao et al., 2011). 

Заключение 

Появата на новите терепевтични лекарствени форми: биологични и таргетни 

синтетични болестопроменящи антиревматични лекарствени средства (БПАРЛ), 

бележи нова ера в терапията на РА, но все още остават редица непосрещнати не-

обходимости (Moreland, 2005). Одобрените за ревматоиден артит биологични 

БПАРЛ са инжекцционни лекарствени форми, съдържащи моноклонални анти-

тела, насочени срещу ТNF-α (Адалимумаб, Цертолизумаб, Инфлексимаб) или 

срещу IL-6 (Тоцилизумаб), докато принципът на действие на таргетните синте-

тични БПАРЛ е блокиране на JAK/STAT сигнално-трансдукционните пътища (То-

фацитиниб, Баритициниб). Тоест биологичните БПАРЛ са прицелени в блокира-

нето на TNF-α или IL-6 сигналните пътища, докато JAK/STAT сигналната инхи-

биция може да потисне ефекта на широка група цитокини, обобщавани като цито-

киново семейство използващи рецептори с обща γC верига. Най-често прилага-

ните и възприемани като първа линия за биологична терапия биологични БПАРЛ 

са тези, насочени срещу TNF-α. Въпреки своята терапевтична ефективност спрямо 

конвенционалните БПАРЛ, счита се, че около 30% от пациентите с РА остават 
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рефрактерни към биологичните БПАРЛ (Dalal et al., 2019). Неефективността на 

биологичните БПАРЛ би могла да бъде търсена във факта, че блокирането на еди-

ничен цитокинов сигнален път не е достатъчно да потисне множеството дисрегу-

лации, характерни за РА. Освен това появата на антитела, насочени срещу биоло-

гичното лекарствено средство, могат да „отслабят” ефекта на биологичната тера-

пия, а също да доведат до прояви на странични ефекти, свързани с циркулиращи 

имунни комплекси, потенциално свързани с автоимунни феномени (Van 

Schouwenburg, Rispens and Wolbink, 2013). Въпреки безспорните терапевтични пре-

имущества на широконавлизащите биологични средства – блокатори на TNF-α, 

IL-6, anti-CD20, един основен проблем остава нерешен. Радиографска прогресия на 

ставните поражения се наблюдава дори когато е постигната клинична ремисия по 

отношение на ставното възпаление и болковия синдром (Cohen et al., 2007). Прила-

гането на биологични и таргетни синтетични БПАРЛ също така е съпроводено с 

увеличен риск от развитието на активна и латентна туберкулозна инфекция, други 

инфекци, както и поява на неопластични процеси. Наличието на редица непосрещ-

нати необходимости при терапията на пациенти с РА поражда нуждата от разработ-

ването и внедряването на нови стратегии за терапевтично повлияване при РА.  

На този фон МСК от години попадат в полезрението и широко се дискутира 

потенциалното им приложение като средства за терапевтично повлияване в широк 

спектър заболявания, едно от които е и РА. Редица аргументи могат да бъдат по-

сочени в подкрепа на евентуалната терапевтична полза от МСК при РА. Част от 

тях са:  

✓ МСК могат да потискат и да регулират имунния отговор, като осъществя-

ват сложна комуникация с имунните клетки на множество нива; 

✓ Те имат начин на действие, реципрочен на блокирането на цитокинов сиг-

нален път;  

✓ Контактът между МСК и имунните клетки е двупосочен и може да усилва 

имуносупресивния потенциал на МСК, тоест има индивидуален характер;  

✓ МСК са слабоимуногенни, което от друга страна е силен аргумент в посока 

ограничаване на страничните и нежеланите реакции при евентуална инфузия на 

авто-/алогенни човешки МСК;  
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✓ МСК освен потискане на имунния отговор биха могли да бъдат полезни и 

чрез регенераторните си способности за костна, синовиална и хрущялна регенера-

ция. 

Способността на синовиалните МСК за диференциация в хондрогенна и ос-

теогенна насока поставя въпроса за евентуалната им възможност да послужат като 

източник на мултипотентни стволови клетки, които да способстват процесите на 

хрущялна и костна репарация. 

Проучванията на редица колективи демонстрират ефективността на МСК-ба-

зирани стратегии за терапевтично повлияване при РА (Wang et al., 2013, Papa-

dopoulou et al., 2020). Съгласно Liu et al. алогенната трансплантация на МСК се 

оказа успешна стратегия за индуциране на ремисия при група от пациенти, реф-

рактерни към биологични и конвенционални БПАРЛ (Liu et al., 2015). Справка в 

официалната база данни на клиничните проучвания на Националната медицинска 

библиотека на САЩ показва 12 текущи активни проучвания, посветени на тера-

певтичните ползи от МСК при РА. 

Прилагането и внедряването на нови терапевтични подходи при лечение на РА 

можем да сравним като „сделка“, своеoбразен процес на договаряне, който цели да 

балансира евентуалните ползи и постигнати цели с дълготрайните последици и 

странични ефекти от приложената терапия. По отношение познанието за природата 

на МСК е извървян дълъг път от ранните проучвания на пионерите в областта на 

МСК от Pittinger до наши дни. Въпреки тези постижения, внедряването на нов тера-

певтичен подход неминуемо изисква задълбочени познания за механизмите на иму-

носупресия, осъществявани от МСК, конкретно при пациенти с РА.  
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3. ЦЕЛ И ЗАДАЧИ  

Целта на дисертационния труд е да се изследва имунорегулаторното 

действие на кондиционирани среди от мезенхимни стволови клетки от чо-

вешка адипозна тъкан върху Т-лимфоцити на пациенти с ревматоиден артрит. 

Основни лимфоцитни субпопулации, обект на настоящия дисертационен труд, 

бяха Тh17 и Tregs хелперните лимфоцити. 

За постигане на целта си поставихме следните задачи: 

➢ По отношение на пациентите с РА 

Проспективен подбор и охарактеризиране на подбраните пациенти с РА. Изс-

ледване на антитела срещу CCP, MCV, РФ от класове IgM, IgG и IgA и АНА.  

➢ По отношение на изследването на секреторни фактори, съдър-

жащи се в средите от АТ-МСК 

Изследване на секреторния профил на кондиционираните среди от АТ-

МСК: TGF-β, IL-10, TNF-α, IFN-γ, IL-4, L-6, IL-17A, IL-21, IL-23, sVEGF-A, 

PGE2, IDO, CCL2, CCL5 и IL-8. 

➢ По отношение на изследването на имунорегулаторното действие 

на среди от АТ-МСК върху Т-хелперни лимфоцити от пациенти с 

ревматоиден артрит 

1. Изолиране и култивиране на периферни кръвни мононуклеарни 

клетки (ПКМК) от пациентите с РА и култивирането им съгласно добре уста-

новени, описани и публикувани протоколи с кондиционирани среди от АТ-

МСК и с контролни среди за клетъчно култивиране. 

2. Изследване динамиката в процентното съдържание на Тh17 и Тregs 

субпопулациите в клетъчните култури на ПКМК, култивирани с кондициони-

рани среди от АТ-МСК, спрямо клетъчни култури на ПКМК, култивирани с 

контролни среди. 

3. Изследване динамиката в процентното съдържание на активирани ефек-

торни Т-клетки в клетъчните култури на ПКМК, култивирани с кондиционирани 

среди от АТ-МСК, спрямо клетъчни култури на ПКМК, култивирани с контролни 

среди. 
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4. Изследване на фенотипните промени, засягащи пула на моноцитните 

клетки в клетъчните култури на ПКМК, култивирани с кондиционирани среди 

от АТ-МСК, спрямо клетъчни култури на ПКМК култивирани с контролни 

среди – промяна в експресия на HLA-DR; промяна в експресията на 

CD80/CD86 комплекса; промяна в експресията на CD14 маркера. 

5. Оценка на разликите в секрецията на TGF-β, IL-10, TNF-α, IFN-γ, IL-

4, L-6, IL-17A, IL-21, IL-23, sVEGF-A, PGE2, IDO и CCL2 в клетъчните култури 

на ПКМК, култивирани с кондиционирани среди от АТ-МСК, спрямо кле-

тъчни култури на ПКМК, култивирани с контролни среди. 

6. Статистическа обработка на получените резултати. 
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4. МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ 

4.1. Изследвани лица и биологичен материал  

4.1.1. Подбор на пациенти с ревматоиден артрит 

Подборът и клиничната оценка на пациентите бяха извършени в Клини-

ката по ревматология на УМБАЛ „Св. Иван Рилски“ – София. За периода от 

септември 2017 до септември 2018 г. последователно бяха анализирани 70 па-

циенти с диагноза ревматоиден артрит (РА). Бяха събрани и обобщени пълните 

анамнестични, клинични и наличните лабораторни и имунологични параметри 

на пациентите, като в допълнение на това всички пациенти бяха изследвани за 

автоантитела срещу CCP, MCV и RF от класове M, G и А, АНА, а също и CRP. 

Селектирането на подходящите пациенти, от които на следващ етап да бъдат 

добити периферни мононуклеарни клетки, беше базирано на apriori зададени 

включващи и изключващи критерии. Съобразно зададените критерии, 17 

болни с РА бяха определени като подходящи и последователно включени в 

експерименталната постановка. Лимитаци: Важно ограничение при провеж-

дане на експерименталната дейност по изолирането и култивирането на пери-

ферни кръвни мононуклеарни клетки в кондиционирани среди от АТ-МСК 

беше времеемкостта на опитните постановки. Допълнително това беше съоб-

разено и с друг лимитиращ фактор: ограничения брой налични към времето на 

селекция на пациентите кондиционирани среди от АТ-МСК (осигурени с лю-

безното съдействие на Тъканна банка „Булген“, в съответствие с Приложение 

1-А към Договор за вземане и изследване и съхраняване на мезенхимни ство-

лови клетки от мастна тъкан).  

Броят на опитните постановки (17), извършени в рамките на дисертаци-

онния труд, беше напълно адекватен и сходен с данните за подобни изследва-

ния, налични в научната литература. 

Бяха включени 17 пациенти с умерено- и високоактивен РА, от които 16 

жени и 1 мъж, на възраст над 18 г. (средна възраст 54 ± 10 години) и средна 

продължителност на заболяването Median (IQR): 6 години (1-11 години). 

Всички болни отговаряха на ревизираните класификационни критерии на 

ACR/EULAR 2010 за РА (табл. 4) и нямаха извънставни прояви на болестта.  
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Таблица 4. Ревизирани класификационни критерии  
на АCR/EULAR 2010 за РА (Aletaha et al., 2010) 

Критерии Точки 

Периферен артрит  ➢ 1 голяма става  

➢ 2-10 големи стави  

➢ 1-3 малки стави (± големи стави)  

➢ 4-10 малки стави (± големи стави)  

➢ > 10 стави (от които ≥ 1 малка става) 

0 

1 

2 

3 

5 

Серология  ➢ Негативен RF и ACPA  

➢ RFs и/или ACPA позитивни в нисък титър 
(концентрация ≤ 3 х над горна референтнагра-
ница) 

➢ RFs и/или ACPA позитивни във висок титър  
(> 3 х над горна референтна граница) 

0 

 
 
2 

 
3 

Възпалителни реактанти  ➢ СУЕ и CRP в референтни граници  

➢ СУЕ и CRP > горна референтна граница 

0 

1 

Давност на оплакванията  ➢ < 6 седмици  

➢ ≥ 6 седмици 

0 

1 

Наличие на РА при изпълнени критерии с общ сбор ≥ 6 точки 

От гледна точка на провежданата терапия, 3-ма пациенти бяха лекувани с нес-

тероидни противовъзпалителни средства (НСПВС), 7 бяха лекувани само с ниска 

доза кортикостероиди (10 mg/ден), 7 пациенти бяха лекувани с конвенционални 

синтетични болестопроменящи антиревматични лекарства (ксБПАРЛ): метотрек-

сат, в комбинация с ниска доза орален кортикостероид.  

Селектирането на подходящите пациенти беше базирано на apriori зада-

дени включващи и изключващи критерии.  

4.1.1.1. Включващи и изключващи критерии 

❖ Критерии за включване на пациентите с РА: 

− Мъже и жени на възраст ≥ 18 години; 

− Лица, желаещи и способни да подпишат информирано съгласие за 

участие в проучването, включително за вземане на биологичен материал – пе-

риферна венозна кръв; 

− Поставена диагноза РА у възрастни, съобразно ревизираните класи-

фикационни критерии за РА на ACR/EULAR (Aletaha et al., 2010); 



Дисертационен труд, д-р Георги Василев, 2021 

- 65 - 

− Наличие на умерена или висока болестна активност, дефинирана като 

DAS28-CRP > 3.2; 

❖ Критерии за изключване: 

− Диагностицирано друго възпалително ставно заболяване или системно 

ревматично заболяване (подагра, псориатичен или реактивен артрит, болест на 

Crohn, лаймска болест, ювенилен идиопатичен артрит, системен лупус еритема-

тодес, системна склеродермия или поли/дерматомиозит); 

− Наличие на органоспецифично автоимунно заболяване; 

− Предшестваща терапия с биологично или таргетно-синтетично болестоп-

роменящо антиревматично лекарство (бБПАРЛ или тсБПАРЛ); 

− Приложение на КС в дневна доза над 10 mg преднизолон (или еквивалент); 

− Лица с активна или хронична хепатит В- или С-вирусна инфекция, HIV ин-

фекция или друго активно инфекциозно заболяване; 

− Наличие на активна или латентна туберколозна инфекция; 

− Съпътстващо малигнено заболяване; 

− Съпътстващи тежки или неконтролирани заболявания (включително, 

но не само: респираторни, чернодробни, бъбречни, гастроинтестинални, ен-

докринни, кожни, неврологични, психиатрични, хематологични или имуноло-

гични/имунодефицитни заболявания); 

− Неконтролиран захарен диабет; 

− Други соматични или психични заболявания или лабораторни откло-

нения, които биха могли да повлияят на интерпретацията на резултатите от 

проучването и по мнение на екипа правят пациента неподходящ; 

4.1.1.2. Оценка на болестната активност чрез индекса DAS28-CRP 

Активността на заболяването беше измерена посредством Disease Activity 

Score 28-CRP (DAS28-CRP). DAS28-CRP е комбиниран индекс, включващ след-

ните клинични и лабораторни показатели: брой оточни стави (ОС), брой болез-

нени стави (БС), серумно ниво на CRP (mg/l), глобална оценка на пациента за бо-

лестната активност за предходните 7 дни на визуална аналогова скала (VAS) 

между 0 и 100 mm ("0": липсва активност, "100": възможно най-висока активност). 

За калкулирането на DAS-CRP се оценяват 28 стави: проксимални интерфаланге-

ални стави (10 стави), метакарпофалангеални стави (10), гривнени стави (2), ла-

кътни стави (2), раменни стави (2), коленни стави (2).  
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Ние отчетохме скора с помощта на on line калкулатор (https://www.das-

score.nl/das28/DAScalculators/dasculators.html). По-високите стойности на индекса 

означават по-висока активност на заболяването (van der Heijde et al. 1992). 

• Стойност на DAS-CRP >5.1 съответства на висока болестна активност; 

• DAS-CRP между 3.2 и 5.1 отговаря на умерена болестна активност; 

• DAS-CRP между 2.6 и 3.2 означава ниска болестна активност; 

• Стойност на DAS-CRP < 2.6 се интерпретира като ремисия. 

4.1.1.3. Демографски и клинико-лабораторни данни  

Събрани бяха данни за демографските и клиничните характеристики на 

заболяването при всеки пациент към момента на включване в проучването, 

включително давност на заболяването, физикално изследване на ставите за 

болка и оток, продължителност на сутрешната скованост, общата болка и ця-

лостното състояние, оценени чрез визуално-аналогова скала (VAS), както и за 

провежданата терапия.  

Анализирани бяха изотиповете (RF) от трите имуноглобулинови класа IgG, 

IgM и IgA в серума на пациентите, антителата срещу CCP, антитела срещу MCV, 

както и антинуклеарните антитела посредством индиректна имунофлуоресценция 

(ИИФ) на HEp-2 клетъчен субстрат. Беше тествана серумната концентрация на 

възпалителния биомаркер CRP и за наличие на възпалителна активност бяха при-

ети стойности на CRP > 6 mg/l. Пробите бяха изработени с любезното съдействие 

на Клинична лаборатория, УМБАЛ „Св. Иван Рилски” – София. 

4.1.1.4. Информирано съгласие и вземане на биологичен материал  

от изследваните пациенти с РА 

Всички участници бяха запознати с целите на изследването и доброволно 

подписаха информирано съгласие според Декларацията от Хелзинки, като 

проучването беше одобрено от Комисията по етика на научните изследвания 

към Медицински университет – София. Личните данни и резултатите от изс-

ледването са съхранявани, обработвани и представяни в съответствие със За-

кона за защита на личните данни, в сила от 01.01.2002 г., изм. ДВ. бр.57 от 13 
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юли 2007 г. и с Регламент (ЕС) 2016/679 на Европейския парламент и на Съ-

вета, от 27 април 2016 година, относно защитата на физическите лица във 

връзка с обработването на лични данни и относно свободното движение на та-

кива данни, като е спазен действащият понастоящем Кодекс на професионал-

ната етика – Раздел IV; Лекарска тайна; чл. 51 и чл. 55. 

С цел изследване на супресивното действие на среди от АТ-МСК върху иму-

нокомпетентни клетки от пациенти с РА, беше събиран биологичен материал –пе-

риферна венозна кръв и кръвен серум. След рутинна венепункция беше взета пери-

ферна венозна кръв с вакутейнери за пълна кръв, съдържащи фикол (BD Vaacutainer 

CPT, NC: 1.0 ml, FICOLL 2.0 mL) и за серум (BD Vacutainer®, CATREF 367955, 5 

ml). Кръвните проби на всички лица бяха изследвани в Лабораторията по клинична 

имунология към УМБАЛ „Свети Иван Рилски“ – София. Серумите бяха отделени 

съобразно стандартната оперативна процедура в Лабораторията, описани и съхра-

нявани на t -80°C, според изискванията за добра лабораторна практика и според ин-

струкциите на търговските китове. 

4.1.1.5. Източник на кондиционирани среди 

Кондиционирани среди от АТ-МСК бяха получени с любезното съдейст-

вие на Тъканна банка „Булген“ и Клиниката по ортопедия и травматология, 

УМБАЛ „Царица Йоанна – ИСУЛ“, София. Мастна тъкан беше добита при ру-

тинно ендопротезиране на тазобедрена става от здрави донори, съответстващи 

по възраст. Тъканната банка доказва АТ-МСК съгласно критериите на 

International sociaty of cell therapy (Dominici et al., 2006). Тези критерии се опи-

рат на способност на клетките за клоногенност, трилинейна диференциация и 

експресия на CD73, CD90, CD105, при липса на експресия на хематопоетични 

маркери. Кондиционираните среди са ни предоставени при рутинна смяна на 

среда при клетъчно култивиране на всеки 72 часа (в съответствие с Прило-

жение 1-А към Договор за вземане и изследване и съхраняване на мезенхимни 

стволови клетки от мастна тъкан). 
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4.2. Методи за изследване на автоантитела при пациентите с РА 

4.2.1. Изследване на антитела срещу ССР 

С цел да се определи автоантитeлният профил на пациентите с РА, тех-

ните серуми бяха изследвани за наличието на автоантитела срещу CCP. Авто-

антителата срещу CCP в серумите на болните с РА бяха определени посредст-

вом имуноензимен метод (ELISA). 

➢ Материал за обработка: серум. 

➢ Необходими реактиви и консумативи: QUANTA LiteR CCP 3.1 

IgG/Ga ELISA, Inova-QuantaLiteTM с каталожен номер:704550). Наборът се съх-

ранява при температура от 2 до 8°С и е стабилен до изтичане срока на годност. 

➢ Необходима апаратура: Elisa reader, Мicroplate Photometer MPP-96 

(Biosan, USA). 

➢ Принцип на метода 

Използваните в настоящия дисертационен труд китове са твърдофазови 

ELISA за in vitro количествено определяне на автоантитела в биологични ма-

териали. При този метод гнездата на съответната микротитърна плака са нато-

варени с антигени, носители на епитопи, разпознавани от паратопите на анти-

CCP автоантителата. След добавяне на изследваната проба, съответните авто-

антитела се свързват към фиксираните върху гнездата на плаката антигени. 

След това се добавя биотинилирано антитяло, което също се свързва специ-

фично с FC фрагмента на антителата. Като детекционна система се използва 

конюгат на horse-radish peroxidase (HRP) със стрептавидин, който се свързва с 

биотина и след добавяне на субстрата тетраметилбензидин (TMB) протича ен-

зимна реакция с образуване на цветен продукт. Ензимната реакция се стопира 

с H2SO4, след което се извършва спектрофотометрично отчитане. Интензите-

тът на цветния продукт е в зависимост от количеството антиген в биологич-

ната проба. Построява се крива според калибраторите на всеки кит и по нея се 

определя количеството на търсения фактор в тестваните проби. 

➢ Изпълнение на метода 

Изследваните серуми, разредени 1:101, бяха накапвани заедно с предос-

тавените в кита калибратори (от А до Е с концентрации съответно 15.625, 
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31.25, 62.5, 125 и 250 U/ml), две положителни и една отрицателна контрола. 

Оптичната плътност беше отчитана при дължина на вълната 450/630 nm на 

Elisa reader (Мicroplate Photometer MPP-96, Biosan, USA). 

➢ Вътрешен качествен контрол, калибрация и интерпретация на 

резултатите. Тестът бе приет за валиден тогава, когато бяха изпълнени след-

ните критерии:  

− абсорбцията (ОD) на високоположителната контрола (А) трябва да е 

много по-висока от нискоположителната контрола, а тя на свой ред да е по-

висока от отрицателната контрола. 

− OD на калибратор А (15.625 U/ml) > 1.0 

− OD на отрицателната контрола ≤ 0.2 

− OD на нискоположителната контрола трябва да е 2 пъти повече от OD 

на (−) контролата или > 0.25. 

➢ Изчисление 

Индивидуалните стойности на антителата бяха изчислени след построя-

ване на стандартна крива с предоставените в кита калибратори. Отчетените 

резултати бяха анализирани с Mean% CV функцията в програма за биостатис-

тическа обработка GraphPadPrism 6. За построяване на стандартната крива из-

ползвахме четирипараметричен логистичен модел (Приложение 2), съгласно 

указанията на производителя. В допълнение, той беше предпочетен като най-

подходящ (p < 0.05), спрямо другите математически модели, тъй като имаше 

най-висок коефицент на корелация (R2 = 0.9999) (фиг. 2). За серуми с ОD, по-

малка от най-малкия стандарт, беше позволена екстраполация, чрез изполване 

на построеното регресионно уравнение, а серуми с OD, по-високо от най-голе-

мия калибратор, бяха разредени и повторно анализирани. 

➢ Tълкуване и референтни интервали:  

– отрицателен < 20 UI/ml 

– слабоположителен > 20 UI/ml 

– умереноположителен > 39 UI/ml  

– силноположителен > 59 UI/ml  
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➢ Граница на откриване: 1 UI/ml  

➢ Диагностична стойност на теста: чувствителност 70.3% (95%CI, 

66-74%); специфичност 97.8% (95% CI, 96-99%) 

 

Фигура 2. Стандартна крива, изобразяваща зависимостта между абсорцията (ОD) и кон-
центрацията на антителата срещу CCP в изполваните калибратори. Зависимостта 
следва логистично разпределение. Приложено е регресионното уравнение с четири пара-
метъра, R2= 0.999, p=0.001 

4.2.2. Изследване на антитела срещу MCV 

Пълното охарактеризиране на автоантителния профил наложи и изслед-

ването на антитела срещу MCV. 

➢ Материал за обработка: серум; 

➢ Необходими реактиви и консумативи: Anti-MCV ELISA IgG, ката-

ложен номер: 228 на фирмата ORGENTEC Diagnostika GmbH (Mainz-

Germany) (фиг. 3). 

➢ Необходима апаратура: автоматичен анализатор ALEGRIAR 

ORGENTEC GmbH (Meinz, Germany) (фиг. 3). 
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➢ Принцип на метода: виж 3.2.1 

➢ Изпълнение на метода 

Системата AlegriaR се състои от микроленти с баркод и 8 ямки, наречени 

тест-ленти AlegriaR. Всяка тест-лента съдържа пълен комплект реактиви и е 

предназначена за изследване на една пациентска проба. Тест-лентата AlegriaR 

съдържа ензимен конюгат, ензимен субстрат, буфер за проба и специфична за 

теста контрола. Наред с това всяка лента съдържа две ямки, покрити с антиген, 

които служат като реакционни ямки за една контрола и една пациентска проба. 

➢ Вътрешен качествен контрол, калибрация и изчисление на резул-

татите: с помощта на технологията SMCR (Sensotronic Memorized Calibration) 

всички тестови данни се прехвърлят към системата чрез индивидуални барко-

дове на тест-лентите AlegriaR. Диапазонът на изчисляване на този анализ 

AlegriaR е 0-1000 UI/ml. 

➢ Тълкуване на резултатите и референтни интервали: отрицателен 

< 20 UI/ml; положителен ≥ 20 UI/ml 

➢ Граница на откриване: най-ниското количество откриваеми анти-

тела е 1 UI/ml. 

➢ Диагностична стойност на теста: чувствителност – 82.0%; специ-

фичност – 97.8%; ефективност – 93.0% 

       

Фигура 3. Съдържание на търговски набор за изследване на Аnti-MCV, ORGENTEC GmbH 
(Meinz, Germany). Автоматичен анализатор ALEGRIAR ORGENTEC GmbH (Meinz, 
Germany) 
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4.2.3. Изследване на ревматоиден фактор (RF-IgM, IgG и IgA) 

За допълнителна оценка на имуноогичната активност пациентските се-

руми бяха изследвани и за ревматоидни фактори (RF) от трите имуноглобули-

нови класа. 

➢ Материал за обработка: серум 

➢ Необходими реактиви и консумативи: търговски китoве от 

ORGENTEC Diagnostika GmbH (Mainz-Germany): 

− Rheumatoid Factor IgM, ELISA Кат. Номер 222M; 

− Rheumatoid Factor IgG ELISA Кат. Номер 222G; 

− Rheumatoid Factor IgA ELISA Кат. номер 222A 

➢ Необходима апаратура: автоматичен анализатор ALEGRIAR 

ORGENTEC GmbH (Meinz, Germany). 

➢ Принцип на метода: виж 3.2.1; 

➢ Изпълнение на метода: виж 3.2.2; 

➢ Тълкуване на резултатите и референтни интервали (за RF от 

трите класа): отрицателен < 20 UI/ml; положителен ≥ 20 UI/ml 

➢ Граница на откриване: най-ниското количество откриваеми анти-

тела е 1 UI/ml.  

Диагностична стойност RF IgM RF IgG RF IgA 

Чувствителност 91.7% 83.8% 78.5% 

Специфичност 92.9% 91.1% 92.9% 

Ефективност 92.7% 86.4% 83.7% 

4.2.4. Oпределяне на АНА чрез ИИФ на HEp-2 клетъчна линия  

Оценката на автоантитяловия профил на включените в изследването па-

циенти включваше и изследване на АНА.  

➢ Необходими реактиви и консумати: търговски кит АНА-HEp-2 

тест (IFT: HEp-2, EUROIMMUN AG, Germany). 
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➢ Необходима апаратура: 

1) Nikon Eclipse Ci-L (Japan) и софтуерна програма NIS – Elements Analysis D. 

2) Авоматизирана система за изработване на слайдове по метода имунофлуо-

ресценция: iPRO IF Processor (Biosystems, Spain). 

➢ Изпълнение на метода 

Всички серумни проби бяха изследвани за наличие на АНА чрез ИИФ 

техника по стандартна процедура или посредством автоматизирана система, 

съобразно инструкциите на фирмата производител. Изследването на АНА чрез 

индиректна имунофлуоресценция (ИИФ) върху HEp-2 клетки днес е всеобщо 

приет и унифициран стандарт сред световната имунологична общност. То е 

неделимa част от АНА скрининга на системните и орган-специфичните авто-

имунни възпалителни заболявания. HEp-2 (CCL-23 from American Type Culture 

Collection) e акроним от Human epethelioma type 2 cells. Тя e обезсмъртена кле-

тъчна линия, която води началото си от туморна клетъчна популация, полу-

чена от човешки ларингеален карцином. Серумните проби на пациентите бяха 

скринирани в разреждане 1:80 в буфериран физиологичен серум заедно с по-

ложителен и отрицателен контролен серум във всяка серия. Положителните 

серуми в скрининговото разреждане 1:80 бяха изследвани в двукратно падащи 

разреждания за определяне на крайния титър. Анализирането на имунофлуо-

ресцентните образи с определяне на титър и тип светене, спрямо номенклату-

рата на International consensus on ANA Patterns” (ICAP), както и определянето 

на титъра на АНА, бе извършено с флуоресцентен микроскоп Nikon Eclipse Ci-

L (Japan) и с помощта на софтуерна програма NIS – Elements Analysis D. 

➢ Cut off титър: като АНА положителен (+) се определя резултат с ти-

тър над 1:160, докато за АНА отрицателен резултат (-) се приема липса или 

наличие на флуоресценция с титър под 1:160. 

➢ Специфичните имунофлуоресцентни образи, установени върху 

НЕр-2 тестовете, са разпределени в 3 основни групи: 

− Ядрени светения (”истинските” АНА) – 15 специфични ИИФ образа; 
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− Цитоплазмени светения – 9 специфични ИИФ образа; 

− Митотични светения – 5 специфични ИИФ образа. 

➢  Първото класификационно дърво за АНА имунофлуоресцентни 

образи съгласно ICAP включва 28 типа светене, обозначени с код, предста-

вен като абревиатурното съкращение – АС, означаващо anti-cell pattern. Всяко 

светене е дефинирано и описано в детайли, като със символа – се обозначава 

всеки тип светене, при който се оцветява специфично и хроматина на клет-

ките в различна фаза на митоза.  

4.3. Изолиране на мононуклеарни клетки от периферна  

венозна кръв и култивирането им в кондиционирани 

среди от АТ-МСК при пациенти с РА 

4.3.1. Изолиране на мононуклеарни клетки от периферна венозна 

кръв от пациенти с РА 

С цел да изследваме влиянието на среди от АТ-МСК върху имунокомпе-

тентни клетки, получени от пациенти с РА, от всеки пациент бяха изолирани 

периферни кръвни мононуклеарни клетки (ПКМК).  

➢ Използвани реактиви: За отделяне на мононуклеарните клетки от ця-

лостна кръв бяха използвани вакутейнери 8 ml BD VacutainerR CPTTM (NC: 1.0 

ml, FICOLLTM: 2.0 mL;Becton, Dickinson and Company, Boston USA) Каталожен 

номер: REF 362761. 

➢ Изполвана апаратура и технически средства: 

1) центрофуга (Haereus, Germany); 

2) епруветки от 15 мл FALCON  (BD, USA); 

3) пастьорки (FL MEDICAL, Itally); 

4) пипетор (Аssistboy, Biosan SIA, Latvia); 

➢ Принцип на метода: 

BD Vacutainer® CPT™ е система за събиране на кръв, съдържаща 0.1 ml 

антикоагуланта натриев цитрат и среда за отделяне на кръв, съставена от ти-

окстропичен полиестеренов гел и разтвор на FICOLL™ Hypaque™. Системата 
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за отделяне на кръв се възползва от сравнително ниската плътност на мононук-

леарните  клетки. Същността на т.нар. метод на центруфугиране в плътностен 

градиент е, че сепарацията става по време на центрофугиране, когато гелната 

част на средата се придвижва, за да образува преграда, разделяща ПКМК от 

получената по-плътната фракция (гранулоцити и еритроцити) (фиг. 4). На 

следващ етап ПКМК могат да бъдат събрани чрез пипетиране. 

➢ Изпълнение на метода: 

1) Беше взета 8 ml периферна венозна кръв. 

2) Вакутейнерите бяха разклатени неколкоратно. 

3) В рамките на 10 min от вземането на пробата, вакутейнирите бяха цент-

руфугирани при 1500-1800 g (3000 оборота) за около 20 min в хладилна центру-

фуга (Haereus, Germany) при температура 15°C. 

4) Периферните ПКМК бяха пипетирани с пастьорка (3 ml) или с пипетор. 

А ) Б)  В)  

Фигура 4. Сепариране на ПКМК с BD Vascutainer CPT. Празен вакутейнер (А), вакутейнер 
преди центрофугиране (Б), Сепарация на ПКМК от по-плътната фракция (B) 

4.3.2. Култивиране на ПКМК с кондиционирани среди от АТ-МСК  

и с контролни среди за клетъчно култивиране 

➢ Използвана апаратура и технически средства: 

1) Нискооборотна центрофуга (Haereus, Germany); 
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2) Инкубатор с бутилка CO2: C02CELL 50 Comfort (MMM Medcenter 

Einrichtungen GMBH, Munchen, Germany); 

3) Епруветки от 15 ml FALCON  (BD, USA); 

4) Пастьорки (FL MEDICAL, Itally); 

5) Шест ямкови плаки, Primo multiwell plate  ET3006 (EuroClone, Itally); 

6) Физиологичен разтвор; 

7) DMEM/F12 (PAN Biotech); 

8) 10%FBS (Fetal Bovine serum, heat inactivated, sterile-filtered, N4762 – 

100 ml, SIGMAR, USA); 

9) Cell Wash (BD CellWASH, BD Biosciences, USA. 

➢ Работен протокол  

1) Промиване с физиологичен разтвор – епруветката, съдържаща сепарира-

ните ПКМК, се допълва догоре и се центрофугира на 1200 оборота за 10 min. 

2) Средата се изхвърля и се добавя физиологичен разтвор до 4 ml и се ресус-

пендира добре с пастьорка. 

3) Разделяне в две 15 ml епруветки (по 2 ml във всяка), след което центрофу-

гиране на 1200 оборота за 5 min и отливане. 

4) Изолираните от всеки пациент ПКМК бяха преброени в камера на Burker 

и разделени в две ямки на 6-ямкова плака по 1 х 106 клетки на ямка. 

5) Към едната ямка беше добавена 3 ml АТ-МСК среда, а към контролната 

– DMEM/F12 (PAN Biotech) + 10%FBS. 

6) Плаката се поставя в CO2 инкубатор за 60 часа при температура 37° С и 

5%СО2. 

7) След изтичане на инкубационния период клетките се пипетират заедно с 

техните супернатанти. 

8) Клетките и техните супернатанти се отливат в две епруветки: сътветно 

епруветка, съдържаща ПКМК и техните културелни среди след култивиране с кон-

диционирани среди на АТ-МСК, и друга епруветка, съдържаща ПКМК и техните 

културелни среди след култивиране с DMEM/F12+10%FBS. 

9) Центрофугиране на 1200 оборота за 5 min. 

10) Отливане и запазване на културелните среди (замразяване при t -80°C). 
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11) Измиване на клетките с по 2 ml Cell Wash и ценруфугиране на 1200 

оборота за 5 min.  

12) Oтливане и ресуспендиране с 500 µl Wash. 

 

 

 

Фигура 5а. Схема на култиваниране върху плака. PBMC-ПКМК; АТ-MSC medium- среди от 
АТ-МСК; control medium- Контролни среди 

 

 

 

Фигура 5б. Микрофотография на култивираните ПКМК (увеличение x40) 
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4.4. Флоуцитометрично изследване на Т17 и Tregs хелперни 

субпопулации след култивирането им с кондиционирани 

среди на АТ-МСК 

4.4.1. Определяне на процент на Тh17 хелперни лимфоцити  

след култивирането им с кондиционирани среди на АТ-МСК 

С цел да се изследва ефектът на разтворимите фактори, налични в конди-

ционираните среди на АТ-МСК, беше определен флоуцитометрично процен-

тът на Th17 хелперните лимфоцити в клетъчните култури на ПКМК. 

➢ Материал за изследване  

Периферни мононуклеарни клетки, получени от включените в изследва-

нето пациенти с РА.  

➢ Изисквания на преданалитичния етап 

Изолираните и култивирани ПКМК при условията, описани в т. 3.3.2, трябва 

да бъдат маркирани с флоурохром белязани антитела в рамките на 30 min от отде-

лянето им от културелните среди.  

➢ Аналитичен принцип  

Към клетъчната суспензия бяха добавени флоурохром-белязани антитела, 

разпознаващи различни повърхностни молекули, след което клетките бяха 

подготвени за поточна цитометрия и пробите бяха отчетени на флоуцитометър 

FacsCalibur (BD, USA). Бяха използвани антитела, маркирани със съотвените 

флуорохроми – FITC, PE, PerCP, APC, като флоуресценцията, предизвикана 

при възбуждането на FITC, беше отчетена в канал FL-1, PE в FL-2, PerCP в FL-

3 и APC в FL-4. Съответните компенсанции поради припокриване (спектрален 

overlap) на спектрите на емитираната светлина на различните флуорохроми 

бяха въведение при калибрация на флоуцитометъра.  

➢ Използвана апаратура и други технически средства 

1) Флоуцитометър FACSCalibur (BD, USA) 

2) Нискооборотна центрофуга (Haereus) 
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3) Вортекс миксер Vortex V1 (Boeco, Germany) 

4) Полистиренови тест-епруветки 12 x 7.5 mm (BD Falcon, USA) 

5) Aвтоматични вариабилни пипети и мултипипетор. 

➢ Необходими реактиви и консумативи 

1) Mouse anti-Human CD3 (FITC-маркирано), Cat: 556619, LOT 2240666, 

BD Pharmingen, USA; 

2) Mouse anti-Human CD4 (PerCP-маркирано), Cat: 347324, LOT 43969, 

BD Pharmingen, USA; 

3) Mouse anti-Human CD161 (PE-маркирано) Cat: 556081, LOT: 6336962, 

BD Pharmingen, USA; 

4) Mouse anti-Human CD196 (CCR6) (AlexaFluor647-маркирано) Cat: 

556619, LOT: 5139987, BD Pharmingen, USA; 

5) BD FACS CellWash, REF 349202 BD Pharmingen, USA; 

6) CellFix фиксиращ разтвор рН 7.4, REF: 340181, LОТ: 1103401018.  

➢ Изпълнение на метода  

1) Във флоуцитометрична епруветка се накапват по 20 µl от всяко от че-

тирите антитела CD3 (FITC), CD4 (PerCP), CD161 PE, CD196 (CCR6) Alexa 

Fluor647 заедно със 100 µl клетъчна суспензия. Инкубиране на тъмно за 30 min 

на стайна температура.  

2) Миене с по 2 ml Wash разтвор, центрофугиране на 1200 оборота за 5 

min, отливане и вортексиране. 

➢ Добавяне на 200 µl фиксиращ разтвор 

➢ Отчитане на флоуцитометър 

➢ Отчитане на резултатите – резултатите са отчетени на FACSCalibur 

флоуцитометър, като се преброяват 20 000 събития в R2. За последващ анализ 

се използва софтуерна програма BD Cell Quest (фиг. 6). 

➢ Калибрация – апаратът флоуцитометър е калибриран фабрично, но 

всеки ден при работа се препоръчва проверка на тази калибровка и чувстви-

телност, както и евентуална настройка на фотомножителите чрез използва-

нето на набора CaliBRITE и програмата AutoCOMP, FACSComp. 
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Фигура 6. Фенотипно определяне на Th17 лимфоцити субпопулации. На фигурата е пред-

ставен флоуцитометричния подход при опрелянето на процента Тh17 лимфоцити. Първо-

начално се гейтира върху лимфоцитния облак, определен по физични параметри (ляв панел, 

R1). Вторият гейт се поставя върху CD3+CD4+ клетките (среден панел, R2). Т-хелперните 

клетки, които двойно експресират на повърхността си CD161 и CD196 (десен панел, горен 

десен квадрант), бяха определени като Th17 лимфоцити Показаният флоуцитометричен 

подход беше използван при определнято на Тh17 за всички опитни постановки 

 

4.4.2. Флоуцитометрично определяне на процент на Tregs  

след култивирането им с кондиционирани среди на АТ-МСК 

За изследване на имуносупресивното действие на средите от АТ-МСК от 

централно значение беше сравнението в динамиката на популацията на регу-

латорните Treg лимфоцити. 

➢ Материал за изследване: периферни мононуклеарни клетки, полу-

чени от включените в изследването пациенти с РА.  

➢ Необходими реактиви и консумативи. 

1) Mouse anti-Human CD4 (PerCP-маркирано), Cat: 347324, LOT 43969, 

BD Pharmingen, USA; 

2) Mouse anti-Human CD25 (FITC-маркирано) Cat: 345796, LOT: 5139987, 

BD Pharmingen, USA; 

3) Mouse anti-Human FoxP3 (PE-маркирано) Cat: 556619, LOT: 5139987, 

BD Pharmingen, USA; 
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4) Mouse anti-Human PD-L1 (APC- маркиран) Cat:563741, LOT: 7096630, 

BD Pharmingen, USA; 

5) Human FoxP3 Buffer A (10x), Cat: 51-9005451, LOT: 6356789, BD 

Pharmingen, USA; 

6) Human FoxP3 Buffer B (50x), Cat: 50-9005450, LOT: 7153902, BD 

Pharmingen, USA; 

7) BD FACS CELL WASH, REF 349202 BD Pharmingen, USA; 

8) CellFix фиксиращ разтвор рН 7.4,REF:340181, LОТ: 1103401018.  

➢ Изпълнение на метода 

1) В епруветка се накапват по 20 µl CD4 (PerCP) и 20 µl CD25 (FITC), 20 µl 

PD-L1 (APC) заедно със 100 µl от клетъчната суспензия. Инкубиране на тъмно за 

30 min на стайна температура. 

2) Миене с по 2 ml Wash разтвор, центрофугиране на 1200 оборота за 5 min, 

отливане и вортексиране. 

3) Буфер А (1:10): за 2 епруветки: 4.5ml dH2O + 500 µl буфер А. Към всяка 

епруветка се добавят по 2 ml от приготвения буфер А. Оставащият буфер А се 

използва на по-късен етап. Ресуспендиране с пипета. Инкубиране на тъмно за 20 

min на стайна температура. 

4) Центрофугиране на 1600 оборота 5 min. Отливане, ресуспендиране. 

5) Миене с по 2 ml Wash разтвор. Центрофугиране на 1600 оборота за 5 min. 

Отливане. Ресуспендиране с пипета. 

6) Буфер В (1:50): за 2 епруветки – 20µl буфер В в 800 µl буфер А. От работ-

ния разтвор на буфер В във всяка епруветка се добавя по 0.5 ml. Ресуспендиране с 

пипета. Инкубиране на тъмно за 30 min на стайна температура. 

7) Ресуспендиране с пипета. Добавяне на 2 ml Wash разтвор. Центрофуги-

ране на 1600 оборота 5 min. Отливане. Ресуспендиране с пипета. 

8) Миене с по 2 ml Wash разтвор. Центрофугиране на 1600 оборота за 5 min. 

Отливане. Ресуспендиране с пипета на остатъчната течност на дъното на епрувет-

ката. 
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9) Добавяне на 20 l анти-FoxP3 антитяло. Инкубиране на тъмно за 30 min 

на стайна температура. 

10) Ресуспендиране с пипета. Добавяне на 2 ml Wash разтвор. Центрофуги-

ране на 1600 оборота за 5 min. Отливане. Ресуспендиране с пипета. 

11) Миене с по 2 ml Wash разтвор. Центрофугиране на 1600 оборота за 5 min. 

Отливане. Ресуспендиране с пипета. 

12) Добавяне на 200 µl фиксиращ разтвор. 

13) Отчитане на флоуцитометър. 

➢ Отчитане на резултатите – резултатите са отчетени на флоуцитоме-

тър FACSCalibur, като се преброяват 10 000 CD4+ лимфоцити. За последващ 

анализ се използва софтуерна програма BD Cell Quest (фиг. 7). 

 

 
 

Фигура 7. Фенотипно определяне на CD4+CD25+/-FoxP3+ Т-лимфоцити. Първоначално се 

гейтира върху лимфоцитния облак, определен по физични параметри (R1, ляв панел). Вто-

рият гейт се поставя върху CD4+ клетките (R2, среден панел). Десният плот е гейтиран 

по логичен гейт, направен чрез комбинация между гейт едно и гейт две. Наблюдават се 

(десен панел) две субпопулации CD4+FoxP3+ клетки, като се счита, че класическите Тregs 

са с висока експресия на CD25 и FoxP3 (десeн панел, горен десен квадрант). Беше определен 

и процентът на CD4+FoxP3+ клетки с ниска/липсваща експресия на повърхностния маркер 

CD25low/- (десен панел, горен ляв квадрант). Използваната гейтираща стратегия ни поз-

воли също така да определим и процента на CD4+CD25+FoxP3- Т-лимфоцитите (десен па-

нел, долен десен квадрант). Посочената гейтираща стратегия беше използванa при фене-

типното определяне на Treg и CD4+CD25+FoxP3- Т-лимфоцитите при всички опитни пос-

тановки с ПКМК от 17 пациенти с РА.  

Забележка: Беше отчетен и процентът на PD-L1 положителни Тregs, като флоуцито-

метричният подход не е отразен. 
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4.5. Флоуцитометрично определяне на процента моноцитни 

клетки след култивирането им с кондиционирани среди 

на АТ-МСК 

Централно място в изследването на имуносупресивното действие на раз-

творимите фактори на АТ-МСК беше посветено и на изследването на динами-

ката на моноцитните клетки в културите на човешки ПКМК култивирани със 

среди от АТ-МСК.  

➢ Материал за изследване: (виж т.3.3.3.1) 

➢ Изисквания на преданалитичния етап (виж т.3.3.3.1) 

➢ Необходими реактиви и консумативи: 

1) Mouse anti-Human CD14 (FITC), Cat: 347493, LOT 80219, BD Pharmingen, USA; 

2) Mouse anti-Human HLA-DR (PerCP), Cat:347402, LOT 2165883, BD Pharmingen, 

USA; 

3) Mouse anti-Human CD80 (PE), Cat: 557277, LOT 7096733, BD Pharmingen, USA; 

4) Mouse anti-Human CD86 (APC), Cat: 555660, LOT 7075585, BD Pharmingen, USA; 

➢ Изпълнение на метода (виж. т. 3.3.3.1) 

 
Фигура 8. Фенотипно определяне на моноцитни клетки. Моноцитни клетки бяха гейти-

рани по физични характеристики (R1, ляв панел), след което бяха определени процентът 

CD14+ моноцити (среден панел, горен и долен десен квадрант) и процентът HLA-DR експ-

ресиращи CD14+ моноцити (среден панел, горен десен квадрант). Беше установен процен-

тът CD80+CD86+ двойноекспресиращи моноцити като процент от всички клетки, изб-

рани в R1 (десен панел). 

Забележка: Беше определена и средната плътност (mean fluorescent intensity MFI) на екс-

пресията на описаните повърхностни молекули (подходът не е показан) 
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4.6. Определяне на процент на Т-лимфоцити и моноцитни 

клетки в етап на ранна и късна апоптоза  

Определянето на процента клетки (лимфоцити и моноцитни) в ранна и 

късна апоптоза е от голямо значение за оценка на влиянието на секреторните 

фактори в средата на АТ-МСК. 

➢ Материал за изследване (виж т. 3.3.3.1) 

➢ Изисквания на преданалитичния етап (виж т. 3.3.3.1) 

➢ Аналитичен принцип 

Оцветяването с FITC-конюгиран Анексин V, заедно с багрилото про-

пидиев йодид (PI), позволява да се идентифицират клетките, които се считат 

за жизнеспособни (FITC-конюгиран Annexin V и PI отрицателни), клетките в 

ранна апоптоза (PI отрицателен, FITC-конюгиран Annexin V положителни) и 

клетките, които са в късна апоптоза или вече са мъртви, са двойноположителни 

за FITC-конюгиран Annexin V и PI. 

➢ Необходими реактиви и консумативи 

FITC Annexin V Apoptosis Detection KitI (BD Pharmingen, USA): 

1) Mouse anti-Human Annexin V (FITC), Cat: 556420, LOT: 556547, BD 

Pharmingen, USA; 

2) Propidium Iodide Staining Solution, Cat: 51-6621, LOT: 7306525, BD 

Pharmingen, USA; 

3) 10 x Annexin V Binding Buffer, Cat: 51-66121Е, LOT: 73268723, BD 

Pharmingen, USA. 

➢ Работна процедура 

1) Промиване на клетъчните култури (контрола и проба) с 2 ml Cell Wash. 

2) Центрофугиране на 1200 оборота за 10 min. 

3) Центрофугиране 2 пъти на 1200 оборота за 5 min със студен Cell wash (4-8° C). 

Oтливане и изхвърляне на супернатанта. 

4) Приготвяне на Binding Buffer (10x). За 2 епруветки 100 µl Binding Buffer към 

900 µl dH2O. 
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5) Накапване по 5 µl Annexin V (FITC) и 5 µl PI в 2 флоуцитометрични епруветки 

(контрола и проба). 

6) Пробата и контролата се разреждат в 100 µl Binding Buffer и се добавят към 

антителата 

7) Инкубация 15 min. 

8) Добавяне на 400 µl Binding Buffer към всяка епруветка. 

9) Отчитане в рамките на 1 h. 

 

Фигура 9. Фенотипно определяне на процент Т-лимфоцити и моноцитни клетки в ранна и 

късна апоптоза. Първоначално беше гейтирано върху лимфоцитния облак (R3, горен ляв 

панел) въз основа на физичните характеристики на клетките, след което беше определен 

процентът на Annexin V-FITC и PI положителни T-лимфоцити (долен ляв панел). Клет-

ките в етапи на ранна апоптоза бяха положителни за оцветяване с Аnnexin V-FITC и от-

рицателни за PI (долен ляв панел, долен десен квадрант), а тези в стадий на късна апоп-

тоза бяха двойноположителни (долен ляв панел, горен десен квадрант). Същият флоуци-

тометричен подход беше приложен и при определянето на моноцитни клетки в ранна и 

късна апоптоза, с тази разлика, че първоначално беше гейтирано върху моноцитния облак, 

определен по физични параметри (горен десен панел) 

R5

R3

R6
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4.7. Имуноензимни методи за определяне на нивата на TGF-β, 

IL-10, TNF-α, IFN-γ, IL-4, L-6, IL-17, IL-21, IL-23, sVEGF-A, 

PGE2, IDO, CCL2, CCL5 и IL-8 в кондиционирани среди  
от АТ-МСК и TGF-β, IL-10, TNF-α, IFN-γ, IL-4, L-6, IL-17, 

IL-21, IL-23, sVEGF-A, PGE2, IDO и CCL2 в среди, получени 

след клетъчно култивиране на ПКМК в кондиционирани 

среди от АТ-МСК 

➢ Материал за изследване 

1) Кондиционирани среди от АТ-МСК; 

2) Среди, получени след клетъчно култивиране на ПКМК, добити от па-

циенти с ревматоиден артрит, в кондиционирани среди от АТ-МСК 

➢ Използвани реактиви: 

1) TGF-β Human TGF-β1 ELISA Kit, Cat No: 650.010.096 (Diaclone, 

France); 

2) IL-10 Human IL-10 ELISA KIT, Cat. No: 950.060.096 (Diaclone, France); 

3) TNF-α Human TNF-α ELISA Kit, Cat No: DY210-05 (RnDSystems, 

Minneapolis. USA); 

4) IFN-γ Human IFN-γ ELISA Kit, CatNo: 950.000.096 (Diaclone, France); 

5) IL-4 Human IL-4 ELISA Kit, CatNo: 851.510.001 (Diaclone, France); 

6) IL-6 Human IL-6 ELISA KIT, Cat. No: 950.030.096 (Diaclone, France); 

7) IL-17 Human IL-17A ELISA KIT, Cat. No:850.940.096 (Diaclone, 

France); 

8) IL-21 Human IL-21 Platinum ELISA, Cat. No: BMS2043 (Bender 

MedSystems GmBH, Viena, Austria); 

9) IL-23 Human IL-23 ELISA Kit, CatNo: 850.920.096 (Diaclone, France); 

10) PGE2 Prostaglandin E2 High Sensitivity ELISA Kit, Cat No: ab133055; 

(Abcam, UK); 

11) sVEGF-A Human sVEGF-A ELISA Kit, Cat. No: 650.080.096 (Diaclone, 

France); 
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12) IDO Human Indoleamine 2,3-dioxygenase, Cat No: DY6030-05 

(RnDSystems, Minneapolis, USA); 

13) CCL2 Human MCP-1 ELISA Kit, Cat. No: 873.030.096 (Diaclone, 

France); 

14) CCL5 Anti-Human RANTES Azide Free Kit, Cat. No: 857.610.000 

(Diaclone, France); 

15) IL-8 Human IL-8 ELISA Kit, Cat. No: 950.050.096 (Diaclone, France); 

➢ Използвана апаратура: ELISA reader: Мicroplate Photometer MPP-96 

(Biosan, USA); 

➢ Принцип на метода 

Използваните в дисертацията китове са твърдофазови „сандвич” ELISA 

за in vitro количествено определяне на цитокини в биологични материали. При 

този метод гнездата на съответната микротитърна плака са натоварени с висо-

коспецифични антитела срещу търсения цитокин. След добавяне на изследва-

ната проба се извършва свързване на разтворимия фактор към фиксираните 

върху гнездата на плаката антитела. След това се добавя биотинилирано анти-

тяло, което също се свързва специфично с антигена. Като детекционна система 

се използва конюгат: horse-radish peroxidase (HRP) със стрептавидин, който се 

свързва с биотина. С добавяне на субстрата тетраметилбензидин (TMB) про-

тича ензимна реакция с образуване на цветен продукт. Ензимната реакция се 

стопира с H2SO4, след което се извършва спектрофотометрично отчитане. Ин-

тензитетът на цветния продукт е в зависимост от количеството антиген в био-

логичната проба. Построява се крива според калибраторите на всеки кит и по 

нея се определя количеството на търсения фактор в тестваните проби. 

➢ Изпълнение на метода 

За всеки един от изследваните показатели използвахме работен протокол 

съобразно инструкциите на производителя, приложени в китовете. Всички ки-

тове бяха съхранявани при условията, указани от производителите и използ-

вани преди изтичане на срока им на годност. Преди анализиране на TGF-1, 



Дисертационен труд, д-р Георги Василев, 2021 

- 88 - 

той беше активиран до имунореактивната му форма чрез ацидифициране и не-

утрализация. Оптичната плътност (OD) беше отчетена при дължина на вълната 

450 nm с кореркция за синия цвят на 650 nm с помощта на елайза рийдер 

(Мicroplate Photometer MPP-96, Biosan, USA). Минималната откриваемост, по-

сочена в упътването от фирмите производители, е представена в таблица 5. 

Таблица 5. Изследвани разтворими фактори и минимален детектируем праг  
според указанията на фирмата производител 

Изследван разтворим фактор: Минимален детектируем праг: 

TGF-β1 8.6 pg/ml 

IL-10 0.1 pg/ml 

TNF-α 0.2 pg/ml 

IFN-γ 5.0 pg/ml 

IL-4 0.5 pg/ml 

IL-6 2 pg/ml 

IL-17A 2.3 pg/ml 

IL-21 20 pg/ml 

IL-23 20 pg/ml 

sVEGF-A 7.9 pg/ml 

PGE2 8.26 pg/ml 

IDO 200 pg/ml 

CCL2 5.8 pg/ml 

CCL5 25 pg/ml 

IL-8 25 pg/ml 

➢ Изчисление и валидация 

Индивидуалните стойности на всеки един от анализираните цитокини 

бяха изчислени след построяване на стандартна крива с помощта на стандарти 

с позната концентрация. Отчетените резултати бяха анализирани с Mean%CV 

функцията в програма за статистическа обработка GraphPad Prism 6. За опре-

деляне на математически модел, изобразяващ най-точно зависимостта между 
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OD и концентрацията на изследвания цитокин, бяха използвани линеен, екс-

поненциалиен, логистичен, четирипараметричен и петпараметричен логисти-

чен модел, освен ако конкретен модел не беше изрично зададен от производи-

теля. В случаите, когато конкретен модел не беше указан, критерии за избор 

на най-подходящия модел беше стойността на коефицента на корелация (R2). 

За проби с ОD, по-малка от най-малкия стандарт, беше позволена екстрапола-

ция, изполвайки построеното регресионно уравнение, като стойности, по-

малки от минималния откриваем праг, бяха съобщавани със стойността на ми-

нималния детектабилен праг, проби с OD, по-високо от най-големия калибра-

тор, бяха разредени и повторно анализирани. 

4.8. Статистически методи за обработка на получените  

резултати 

Необходими консумативи – програма за биостатистическа обработка на 

данни: IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. (Armonk, USA), 

STATISTICA 64 (Statasoft), GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, 

USA). 

4.8.1. Дескриптивна статистика 

Използвахме методите на дескриптивната статистика за описание на де-

мографската и клиничната характеристика на пациентите, както и за предста-

вяне на данните от изследваните имунологични параметри с показателите на 

централната тенденция. 

4.8.2. Тест за определяне нормалността на разпределението (Shapiro-Wilk) 

Извършихме проверка за нормалност на разпределението на променли-

вите посредством теста на Shapiro-Wilk. Типът разпределение определи дали 

да бъдат използвани параметрични или непараметрични тестове за сравнение 

на извадки.  
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4.8.3. Тестове за свързани извадки (Т-тест на Student и Wilcoxon 

matched rank test, Мultivariate Hotteling`s T squared) 

Съобразно типа на разпределението при сравняване на изследваните кле-

тъчни субпопулации и нивата на изследваните цитокини, продуцирани от кул-

тивираните ПКМК от пациенти с ревматоиден артрит, проведохме параметри-

чен или непараметричен тест за свързани извадки.  

4.8.4. Факторен анализ (Principal component Analysis ) и Partial Least 

Squares Analysis  

Факторният анализ е статистическа техника (unsupervised technique) за 

анализ на корелациите между няколко променливи с цел да се намали техният 

брой до по-малко количество базови променливи, наречени фактори (главни 

компоненти), и да се намери корелацията между първоначалните променливи 

и новите базови променливи (фактори). Partial Least squares (PLS) анализът 

е статистическа техника, която подобно на факторния анализ има за цел да 

преобразува данните от многоизмерното пространство в двуизмерен модел, 

като за целта ги „прожектира” върху нови променливи, наречени latent 

variables. Разликата е, че прожекцията на променливите върху новите промен-

ливи (latent variables) е ориентирано насочена (supervised technique) към пос-

тигане на най-доброто възможно разделение между изследваните групи. За це-

лите на настоящия дисертационен труд PLS анализ беше използван, за да се 

визулизира в двуизмерното пространство разликата в цитокиновите профили 

на ПКМК след клетъчно култивиране. 

4.8.5. Метод на опорните вектори (Support VectorMachines) 

Методът на опорните вектори (SVM, Support Vector Machines) представя 

експерименталните постановки като точки в n-мерно пространство. Приме-

рите се проектират в пространството по такъв начин, че да бъдат линейно раз-

делими. При работа с два класа се търси начин да се начертае линия, разделяща 
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данните от двата класа, наречена разделителна хиперравнина. Тази хиперрав-

нина трябва да се избере по такъв начин, че да се намира възможно най-далеч 

от примерите и на двата класа. 

4.8.6. Дървета за регресия и класификация (CART Decision Trees) 

С цел да се изследва важността на цитокините, т.е. на кои цитокини в най-

голяма степен се дължи разликата между АТ-МСК култивирани с контролни 

среди спрямо тези АТ-МСК култивирани със среди от АТ-МСК, използвахме 

алгоритъм CART (дървета за класификация и регресия). Методът подрежда 

цитокините по важност от 1 до 0, в зависимост от относителната им важност в 

класификационния алгоритъм. 

4.8.7. Клъстерен анализ 

Изследваните променливи бяха групирани в клъстери въз основа на коре-

лациония коефицент на Spearman. 
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5. РЕЗУЛТАТИ 

5.1. Oбобщение на демографските, клиничните и имуноло-

гичните характеристики на изследваните пациенти 

Съобразно зададените критерии, от 70 изследвани болни с РА, 17 бяха 

определени като подходящи и бяха последователно включени в експеримен-

талните постановки. Таблица 6 представя обобщените демографски и лабора-

торни показатели на включените в изследването пациенти.  

Таблица 6. Демографски, клинични, лабораторни и имунологични показатели на 17-те 
пациенти с РА, включени в опитните постановки на настоящия дисерационен труд 

* Даните са представение посредством Mean ± SD. **Даните са представени посредством Median (IQR)*** Типове 

имунофлуоресцентно светене съгласнo номенклатурата на ICAP (International Consensus of ANA Patterns): АC-1 – хомо-

генен, AC-4 -фино петнист. 

Характеристики РA (n = 17) 

Възраст (години) 54 ± 10* 

Пол 

Мъже n (%) 

Жени n (%) 

 

1 (6) 

16 (94) 

 

Продължителност на заболяването (години) 6 (1-11)** 

Продължителност на сутрешната скованост (min) 30 (10-90)** 

VAS (mm) 

CRP (mg/l) 

70 (45-85)** 

23 ± 15* 

DAS28-CRP 5.3 ± 1.2* 

 

Пациенти, положителни за антитела срещу CCP n (%) 15 (88.2) 

Концентрация на антителата срещу CCP(UI/ml) 

Пациенти, положителни за антитела срещу MCV n (%) 

Концентрация на антителата срещу MCV (UI/ml) 

360 ± 260* 

14 (87) 

432±283* 

Пациенти, положителни за IgM RF n (%) 12 (70.6) 

Концентрация на IgM RF (IU/ml) 

Пациенти, положителни за IgG RF n (%) 

Концентрация на IgG RF (IU/ml) 

Пациенти, положителни за IgA RF n (%) 

Концентрация на IgA RF (IU/ml) 

214 ± 54* 

11( 65) 

150±46* 

10 (58 ) 

126 ± 45* 

Пациенти, положителни за АНА (титър ≥160) n (%) 

Пациенти с АНА в титър ≥320 n (%) 

Пациенти с АНА в титър ≥1:1280 n (%) 

Най-често срещани типове имунофлуоресцентно светене*** 

АC-1 n (%) 

AC-4 n (%) 

14 (82) 

6 (35) 

4 (24) 

 

9 (64%) 

9 (64%) 
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В Таблица 7 са показани индивидуалните стойности на изследваните иму-

нологични параметри при всички участници в проучването. 

Таблица 7. Индивидуални стойности на имунологичните показатели на пациентите с РА 

Пациенти  DAS 28  MCV CCP RF IgM IgG IgA IIF титър  
Тип светене 

по ICAP  

1 5,9 474,30 374,86 435,8 99,9 437,2 1:320 AC-1+AC-16 

2 8,22 600 723,52 >500 >500 >500 1:160 AC-1 

3 4,03 467,3 462,92 >500 122 69,2 1:160 AC-4+AC-18 

4 5,25 31,40 3,74 2,6 39,6 4 1:80 AC-4+AC-16 

5 5,82 1000 609,52 52,2 32,6 13,2 1:1280 AC-1 +AC-4 

6 5,15 8 115,75 394,7 404,6 >500 1:160 AC-1+AC-4 

7 3,91 969,5 562,94 33,7 16,8 3,3 1:80 AC-4+AC-16 

8 5,43 >1000 153,58 16,7 10,5 12,3 1:160 

AC-16+ AC-

18 

9 3,79 446,7 357,7 0,9 7,8 6 1:160 AC-1 

10 4,73 79,8 357,87 >500 >500 39,0 1:80 AC-1 

11 5,77 283,6 38,54 29,7 17,5 5,0 >1:1280 AC-1 

12 5,09 14,1 357,18 >500 >500 273,5 1:160 AC-4  

13 7,16 >1000 570,04 443,2 176,4 230,8 1:160 AC-4 

14 6,4 269,38 715,54 64,2 28,7 19,7 1:320 AC-4 

15 3,8 30 46,34 7,0 7,8 8,4 1:160 AC-4  

16 5,31 18,6 1,59 0,2 5,3 5,4 1:1280 AC-1+AC-4 

17 4,32 1000 594,74 172,7 95,6 20,1 1:1280 AC-1+AC-4 

 

5.2. Секреция на цитокини, хемокини и други разтворими 

молекули от АТ-МСК 

За целите на настоящия дисертационен труд кондиционирани среди от 

АТ-МСК, изолирани от 17 здрави донори, бяха изследвани посредством иму-

ноензимен метод – enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) за наличието 

на различни цитокини, хемокини и други разтворими молекули с добре проу-

чено действие върху имунокомпетентните клетки: TGF-β, IL-10, TNF-α, IFN-

, IL-4, IL-6, IL-17, IL-21, IL-23, sVEGF-А, PGE2, IDO, CCL2, CCL5 и IL-8. От 

тях TGF-β, IL-10, TNF-α, IFN-, IL-4, IL-23, IDO не бяха открити в детектиру-

еми количества в кондиционираните среди от AT-МСК. IL-6, IL-21, sVEGF-A, 

PGE2, CCL2, CCL5 и IL-8 установихме в сравнително висока концентрация, 

докато IL-17 беше наличен, но присъстваше в ниска концентрация. Описаните 
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цитокини бяха налични във всички 17 проби от супернатанти на АТ-МСК. 

Данните са представени в обобщен вид в таблица 8. 

Таблица 8. Цитокиновата секреция на АТ-МСК  

Цитокини, хемокини и разтворими молекули pg/ml* 

L-6 250 (210 - 290) 

IL-8 550 (100 - 1000) 

IL-17A 2 (2.1 - 2.9) 

IL-21 50 (40 - 60) 

CCL2 (MCP-1) 950 (790 - 1110) 

CCL5 (RANTES) > 1000** 

sVEGF-A 3069 (2499 - 3639) 

PGE2 249 (200 - 298) 

*Данните са представени посредством стойността на медианата, минимална и макси-

мална стойност 

5.3. Клетъчно култивиране на периферни мононуклеарни 

клетки, получени от пациенти с ревматоиден артрит  

с кондиционирани среди от АТ-МСК 

В контекста на периферните мононуклеарни клетки избрахме да изслед-

ваме броя на Т-хелперните лимфоцитни популации и този на моноцитните 

клетки, определени като процентно съотношение. За моноцитните клетки изс-

ледвахме и плътността на експресия на търсения маркер, определена като mean 

fluorescence intensity (MFI). Изборът на опитна постановка за клетъчно култи-

виране на периферни мононуклеарни клетки беше продиктуван от желанието 

ни да изучим паракринното действие на АТ-МСК, следвайки максимално по-

добие с физиологичен модел на взаимодействие. Тъй като култивирането на 

периферни мононуклеарни клетки запазва комуникацията и взаимодействията 

между субпопулациите на различните имунокомпетентни клетки и е най-

близко до т.нар. „физиологичен модел”, счетохме, че избраната опитна постановка 
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е подходяща за нашите цели. ПКМК от 17 пациенти бяха култивирани със 17 среди 

на АТ-МСК и в сравнителен план с контролни среди за клетъчно култивиране. За 

оценка на промяната в изследваните променливи използвахме методи за свързани 

извадки: тест на Student за данните с параметрично разпределение и екзактен тест 

на Wilcoxon за данните с непараметрично разпределение. Нивото на значимост 

беше зададено при α = 0.05. Освен статистическата значимост, важен аспект при 

оценяване на резултатите, получени вследствие на култивирането със среди от АТ-

МСК, беше и оценката на фактическата значимост, тоест на прекия биологичен 

ефект. Начин да бъде измерена фактическа значимост е големината на ефекта (d). 

Големината на ефекта може да бъде класифицирана съгласно предложената от 

Cohen класификация (Cohen, 1988) според стойностите на коефицента “d”. Голе-

мината на ефекта може да бъде много по-голяма от типичната (d > 1), голяма или 

по-голяма от типичната (d > 0.80), средна или типична (d > 0.5) и малка или ни-

щожна (d < 0.2) (Cohen, 1988).  

5.4. Влияние на кондиционираните среди от АТ-МСК  

върху Тh17 хелперните лимфоцити 

Една от целите на настоящия дисертационен труд беше да установим 

ефекта на разтворимите фактори, секретирани от АТ-МСК, върху пула от Тh17 

хелперните лимфоцити. Подходът, който избрахме за определяне на субпопу-

лацията на Тh17, беше базиран на добре описан и възприет в литературата под-

ход за определяне на тази субпопулация. Флуоцитометрично беше изследвана 

повърхностната експресия на фенотипни маркери, характерни за Тh17 хелпер-

ните лимфоцити, а именно CD3, CD4, CD161 и CD169. 

При култивирането на ПКМК с кондиционирани среди от АТ-МСК, про-

центът на Th17 хелперните лимфоцити беше намален спрямо ПКМК, култиви-

рани с контролни среди. Намалението беше статистически значимо (p = 0.02, 

тест на Student), а големината на ефекта беше по-голяма от типичната съгласно 

предложената от Cohen интепретация (Cohen, 1988). Разпределението на про-

менливата не се различаваше сигнификантно от нормалното Гаус-Лапласово 
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разпределение (тест на Shapiro-Wilk, p = 0.80), затова избрахме да представим 

данните посредством средната стойност и средното квадратично отклонение 

от средната стойност. Процентът Th17 в културите на ПКМК, култивирани в 

контролна среда, беше средно 10.13 ± 3.88%, а в културите на ПКМК, култи-

вирани всреди на АТ-МСК, беше средно 8.98 ± 3.58% (фиг. 10).  

Обратна тенденция с по-висок процент беше наблюдавана в клетъчните 

култури на само 3-ма пациенти. Интерес представлява фактът, че двама от тези 

3-ма пациенти бяха с ранен РА, с давност по-малка от 1 година, като обобща-

ващата прилика между тях е липсата на адекватно терапевтично повлияване и 

клинично подобрение от провежданата терапия с метотрексат и орален глюко-

кортикостероид.  

 

 

Фигурa 10. Разлика в процента на Th17 хелперните лимфоцити между ПКМК от пациенти 

с РА, култивирани в контролни среди за клетъчно култивиране (А) и среди от АТ-МСК (Б). 

Данните са представени чрез средна аритметична стойност ± средно квадратично отк-

лонение и са обобщаващи за всички 17 експериментални постановки, проведени с ПКМК, 

добити от 17 пациенти с РА. *p < 0.05  
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5.5. Влияние на кондиционираните среди от АТ-МСК  

върху CD4+CD25+FoxP3-eфекторни лимфоцити (Тeff) 

Беше отчетена и промяната в процента на CD25+FoxP3- Т-хелперни клетки в 

клетъчните култури на ПКМК под действието на разтворими фактори в средите 

на АТ-МСК. В случая повърхностната експресия на CD25 върху FoxP3 oтрицател-

ните Т-лимфоцити беше интерпретирана като активационен маркер (високоафи-

нитетна рецепторна субединица на IL-2 рецептора), характерен за активираните 

ефекторни CD4+ хелперни лимфоцити. Процентът на CD25+FoxP3- Т-хелперните 

лимфоцити в културите на ПКМК, култивирани с кондиционирани среди от АТ-

МСК, беше статистически значимо по-малък от този в ПКМК, култивирани с кон-

тролни среди (5.9 ± 3 % vs. 7.81 ± 4.15 %, p = 0.001, тест на Student). Големината 

на ефекта и тук беше по-значителна от типичната. Разпределението на променли-

вата не се различаваше сигнификантно от нормалното разпределение (p = 0.280 и 

p = 0.084, тест на Shapiro-Wilk), затова и тук избрахме да представим данните пос-

редством средната стойност и средното квадратично отклонение от средната стой-

ност (фиг. 11). Tенденция за по-висок процент на CD25+FoxP3- Т-хелперните 

клетки под действието на средите от стволови клетки беше наблюдавана при кул-

тивиране на ПКМК само при един пациент. 

 

Фигура 11. Разлика в процента на CD4+CD25+FoxP3- Т-хелперните лимфоцити между 

ПКМК от пациенти с РА, култивирани с контролни среди за клетъчно култивиране (А) и 

среди от АТ-МСК (Б). Данните са представени чрез средна аритметична стойност  

± средно квадратично отклонение и са обобщаващи за всички 17 експериментални поста-

новки, проведени с ПКМК, добити от 17 пациенти с РА. *p < 0.05 
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5.6. Промени в пула на Тregs лимфоцити под действието  

на среди от АТ-МСК 

Oсновна задача, залегнала в целите на настоящия дисертационен труд, 

беше да проучим механизмите на имуносупресия, осъществявани от АТ-МСК, 

посредством секретирани разтворими фактори, върху клетки на пациенти с 

РА. За целите на настоящия труд проследихме промените, настъпващи в пула 

на „класическите“ CD4+CD25+FoxP3+ Тregs, а също така и на CD4+CD25-

/lowFoxP3+ лимфоцити с предполагаема имунорегулаторна функция. 

5.6.1. Влияние на кондиционирани среди от АТ-МСК  

върху субпопулацията на CD4+CD25+FoxP3+ 

Сравнението на ефекта на разтворимите фактори, продуцирани от АТ-МСК, 

с контролните среди за клетъчно култивиране върху ПКМК от пациенти с РА по-

каза статистически сигнификантно повишение на процента на CD4+CD25+FoxP3+ 

(6.0 ± 3.7% vs. 4.22 ± 2%, p = 0.001) в клетъчните култури, култивирани със среди 

от АТ-МСК (фиг. 12). Големината на ефекта беше определена като по-голяма от 

типичната. Структурата на данните показа, че при 16 пациенти процентът на 

CD4+CD25+FoxP3+ се повишаваше под действието на кондиционираните от АТ-

МСК, докато при един промяната беше в посока намаляване.  

 

Фигура 12. Разлика в процента на „класическите“ Тregs (CD4+CD25+FoxP3+) в култури на 
ПКМК, настъпваща под действието на секреторните молекули от АТ-МСК. Данните са 
представени чрез Mean ± SD и са обобщаващи за всички 17 експериментални постановки, 
проведени с ПКМК, добити от 17 различни пациенти с РА, съответно култивирани с кон-
тролни среди (А) и кондиционирани среди от АТ-МСК (Б). *p < 0.05 
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5.6.2. Влияние на кондиционираните среди от АТ-МСК  

върху субпопулацията на CD4+ CD25-FoxP3+ 

Паралелно отчетохме и промяната в процента на CD4+FoxP3+ Тregs, характе-

ризиращи се с ниска експресия на повърхностния маркер CD25. Намерихме статис-

тически сигнификантно по-висок процент на CD4+CD25-/lowFoxP3+ в клетъчните 

култири на ПКМК, култивирани с кондиционирани среди от АТ-МСК, спрямо тези 

с контролни среди за клетъчно култивиране (9.56 ± 5.4% vs. 7.13 ± 3.12%, p = 0.004) 

(фиг. 13). Големината на ефекта беше по-голяма от типичната. Taзи зависимост 

беше наблюдавана при 16 независими експеримента, а само в един случай нямаше 

промяна в процентните стойности.  

 

Фигура 13. Разликата в процента на CD4+CD25-FoxP3+ в култури на ПКМК, настъпваща 
под действието на секреторните молекули от АТ-МСК. Данните са представени чрез 
Median [IQR] и са обобщаващи за всички 17 независими опитни постановки, проведени с 
ПКМК, добити от 17 различни пациенти с РА, съответно култивирани с контролни среди 
(А) и кондиционирани среди от АТ-МСК (Б). *p < 0.05  

5.7. Промяна на процентното съотношение между субпопу-

лациите на Тregs и Тh17 хелперните лимфоцити под 

действие на секреторни фактори в средите от АТ-МСК 

С цел да онагледим по-добре промените в пула на Тregs и Тh17, изчис-

лихме и процентното съотношението на Tregs към Тh17 хелперни лимфоцити 

за всяка една независима опитна постановка. Нашите резултати ясно показаха 
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статистически сигнификантно по-високо съотношение на Tregs/Th17 при кле-

тъчните култури, подложени на паракринното действиe на секреторните фак-

тори, продуцирани от АТ-МСК, спрямо контролните среди, median [IQR] (1.95 

[1.23–2.78] vs. 1.06 [0.81–1.67], p = 0.002) (фиг. 14). Поради неправилното раз-

пределение, хипотезата беше проверена с непараметричния рангов тест на 

Wilcoxon.  

 

Фигура 14. Процентно съотношение на CD4+FoxP3+ Тreg към Th17 между ПКМК от па-

циенти с РА, култивирани с контролни среди за клетъчно култивиране (А) и среди от АТ-

МСК (Б). Поради неправилното разпределение, данните са представени чрез Median (IQR). 

Изчислено е съотношението Тregs/Th17 в клетъчните култури от всички независими 17 

опитни постановки, проведени с ПКМК, добити от 17 пациенти с РА. *p < 0.05. Абсци-

сата отразява съотношениетo между процента на Тregs към процента на Тh17 за всяка 

една опитна постановка, докато ординатата показва условията на култивиране 

5.8. Ефект на секреторни фактори от AT-МСК  

върху експресията на HLA-DR върху моноцитни 

клетки 

Съществен фокус в експерименталната част на настоящия дисертационен 

труд представлява и изследването на фенотипните промени, настъпващи в пула на 

моноцитните клетки под въздействието на сектреторните фактори, съдържащи се 

в кондиционираните среди на АТ-МСК. В нашите изследвания оценихме влияни-

ето върху моноцитните клетки в култури на ПКМК, добити от пациенти с РА. За 
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целта моноцитните клетки бяха изследвани флоуцитометричното за повърхностна 

експресия на маркерите CD14, HLA-DR, CD80 и CD86, като беше определен про-

центът клетки, експресиращи съответните маркери, а също така беше измерена 

средната плътност на експресия на всеки маркер (MFI). 

На фигура 15 е изобразена разликата в процента на HLA-DR положителни 

моноцитни клетки в култури на ПКМК от пациенти с РА, култивирани с конт-

ролни среди за клетъчно култивиране (А) и среди от АТ-МСК (Б) при всички 17 

експериментални постановки.  

 

 

Фиура 15. Разлика в процента на HLA-DR положителни моноцитни клетки в култури на 

ПКМК от пациенти с РА, култивирани с контролни среди за клетъчно култивиране (А) и 

среди от АТ-МСК (Б). Данните са представени чрез Median (IQR) и са обобщаващи за 

всички 17 експериментални постановки, проведени с ПКМК, добити от 17 различни паци-

ента с РА. *p < 0.05 

На фигура 16 е представена разликата в плътността на експресията на 

HLA-DR върху моноцитни клетки в култури на ПКМК от пациенти с РА, кул-

тивирани с контролни среди за клетъчно култивиране (А) и среди от АТ-МСК 

(Б) при всички 17 експериментални постановки. 
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Фигура 16. Разлика в плътността на експресията на HLA-DR върху моноцитни клетки в 

култури на ПКМК от пациенти с РА, култивирани с контролни среди за клетъчно култи-

виране (А) и среди от АТ-МСК (Б). Данните са представени чрез Median (IQR) и са обоб-

щаващи за всички 17 експериментални постановки, проведени с ПКМК, добити от 17 раз-

лични пациента с РА. *p < 0.05  

5.9. Влияние върху CD14+ моноцитните клетки  

при култивиране с кондиционирани среди от АТ-МСК  

В условията на култивиране със среди на АТ-МСК беше наблюдавана 

чувствителна промяна в експресията на CD14 повърхностния маркер. Под 

действие на средите от АТ-МСК, сигнификантно беше увеличен процентът на 

CD14 експресиращите моноцитни клетки в пула на ПКМК от пациенти с РА 

спрямо ПКМК, обработени с контролни среди, median [IQR] (11.7 % [7.6 - 16.5] 

vs. 6.6% [4.6 - 11.8], p = 0.011), (фиг. 17).  

Също така беше наблюдавано статистически сигнификантно повишение 

в плътността на повърхностната експресия на CD14 под въздействие на разт-

ворими фактори, продуцирани от АТ-МСК, median [IQR] (2702 [1548 – 3418] 

vs. 1540 [1146 – 2140], p = 0.004) (фиг. 18). Големината на ефекта и тук беше 

по-голяма от типичната (d = 0.81). 
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Фиура 17. Разлика в процента CD14+ моноцитни клетки в култури на ПКМК от пациенти 

с РА, култивирани с контролни среди за клетъчно култивиране (А) и среди от АТ-МСК (Б). 

Данните са представени чрез Median (IQR) и са обобщаващи за всички 17 експериментални 

постановки, проведени с ПКМК, добити от 17 различни пациенти с РА. *p < 0.05. 

 

 

Фигура 18. Разликата в плътността на експресията на CD14 върху моноцитни клетки в 

култури на ПКМК от пациенти с РА, култивирани с контролни среди за клетъчно култи-

виране (А) и среди от АТ-МСК (Б). Данните са представени чрез Median (IQR) и са обоб-

щаващи за всички 17 експериментални постановки, проведени с ПКМК, добити от 17 раз-

лични пациенти с РА. *p < 0.05 
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5.10. Ефект на АТ-МСК върху експресията  

на костимулаторния комплекс B7 (CD80/CD86) 

Промените, настъпващи в повърхностната експресия на маркерите CD80 

и CD86 поотделно, както и коекспресията им в рамките на костимулаторния 

комплекс B7 върху моноцитни клетки, под действието на средите от АТ-МСК, 

бяха несигнификантни, като тенденцията беше за намаляване. Поради броя на 

опитните постановки (N = 17) и измерената стандартизирана разлика, статис-

тическата сила (Бележи се: 1-β; oзначава вероятност за отхвърляне на нулевата 

хипотеза;) на използваните за проверка на хипотезите тестове беше ниска (1-β 

< 40%). Хипотезата, получените от нас резултати за липса на промяна на екс-

пресията на B7 да е фалшивоотрицателна (грешка от II род, бележи се с β) при 

17 независими експеримента, не може да бъде отхвърлена с нужното ниво на 

доверителна сигурност, защото възможността за грешка беше изчисленa на по-

вече от 60% (β > 60%, често прието в литература е β < 20%). Това ограничение 

може да бъде преодоляно единствено чрез увеличаване на броя на експеримен-

талните постановки.  

5.11. Влияние на кондиционираните среди от АТ-МСК 

върху процесите на апоптоза на Т-хелперите  

и моноцитните клетки 

Нашите резултати показаха липса на сигнификантна разлика в процента 

на моноцитните клетки и Т-хелперите, намиращи се в състояние на ранна и 

късна апоптоза в 60-часовите клетъчни култури на ПКМК, култивирани с кон-

тролни среди и среди от АТ-МСК. Отново недостатък е относително малкият 

брой опитни постановки и произтичащата от това ниска статистическа сила 

(грешка от II род). 

5.12. Влияние на среда от АТ-МСК върху цитокиновата  

секреция от имунни клетки, изолирани от пациенти  

с ревматоиден артрит 

Oпределянето на фенотипните изменения в пула на изследваните Т-хел-

перни и моноцитни популации, намиращи се под влияние на секреторни фак-

тори от АТ-МСК, беше концептуално обвързано и с изследване на промяната 
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в нивата на секреция на цитокини, заемащи централно място в осъществява-

нето и организирането на имунен отговор. В настоящата дисертация беше за-

ложено изследването на общо 10 цитокина и разтворими фактори: TGF-β, IL-

10, TNF-α, IFN-γ, IL-4, IL-6, IL-17, IL-21, IL-23, sVEGF-A, PGE2, IDO и CCL2. 

5.12.1. Въздействие на разтворимите медиатори, секретирани  

от АТ-МСК, върху секрецията на TGF-β 

В условията на култивиране със среди на АТ-МСК, беше отчетена чувст-

вителна промяна в нивата на TGF-β. Под действие на средите от АТ-МСК 

върху ПКМК от пациенти с РА, концентрацията на TGF-β беше увеличенa сиг-

нификантно (p = 0.013), като нивата на TGF-β в културите на ПКМК, култиви-

рани с контролните среди, бяха median (IQR) 6227 pg/ml; (1681–10.148), а със 

средите от АТ-МСК – 8318.2 pg/ml (6327–11.686). Големината на ефекта по от-

ношение промяната в продукцията на TGF-β беше определена като “по-голяма 

от типичнaта” съгласно класификацията на Cohen. Разпределението на промен-

ливите се различаваше от параметричното, поради което хипотезите бяха прове-

рени с непараметричния тест на Wilcoxon и данните бяха представени посредст-

вом медианната им стойност и интерквартилния обхват (фиг. 19). 

 

Фигура 19. Разлика в секрецията на TGF-β в култури на ПКМК от пациенти с РА, култи-

вирани с контролни среди за клетъчно култивиране (А) и среди от АТ-МСК (Б). Данните 

са представени чрез Median (IQR) и са обобщаващи за всички 17 експериментални поста-

новки, проведени с ПКМК, добити от 17 различни пациенти с РА. *p < 0.05 
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5.12.2. Влияние на АТ-МСК върху продукцията на IL-10 

Промените, настъпващи в секрецията на цитокина IL-10 под действието на сре-

дите от АТ-МСК, бяха статистически несигнификантни, като тенденцията беше за 

увеличение, median [IQR] (13.67 pg/ml [3.3 - 23.07] vs. 7.91 pg/ml [2.93 - 20.17], p = 

0.554 (фиг. 20). Когато бяха изключени пациентите, които трудно се повлияваха от 

приложената терапия, се откри статистически сигнификантна тенденция за повиша-

ване нивата на IL-10 в културите на ПКМК от 12 пациенти под действие на секре-

торните молекули, произведени от АТ-МСК в сравнение с клетките, култивирани в 

контролна среда. Тази промяна беше в конкордантност с повишаването на стойнос-

тите на TGF-β и процента Tregs при същата група пациенти. Съответните стой-

ности, представени като median (IQR), бяха 13.92 pg/ml (6.3-22.27) vs. 5.91 pg/ml 

(1.84-11.75), p = 0.020 (фиг. 21). Разпределението на стойностите на IL-10 в двете 

групи се различаваше от нормалното, поради което бяха представени чрез медиан-

ната им стойност и съответния интерквартилен обхват. Хипотезите бяха проверени 

посредством непараметричния рангов метод на Wilcoxon.  

 

Фигура 20 и фигура 21. Разлика в секрецията на IL-10 в култури на ПКМК от пациенти с 

РА, култивирани с контролни среди за клетъчно култивиране (А) и среди от АТ-МСК (Б). 

Данните са представени чрез Median (IQR). Фиг. 20 е обобщаваща за всички 17 експери-

ментални постановки, проведени с ПКМК, добити от 17 различни пациенти с РА. Фиг. 21 

представя резултатите от 12 опитни постановки след изключването на клетъчните кул-

тури добити от болни с неадекватен терапевтичен отговор и персистираща болестна 

активност, *p < 0.05 
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5.12.3. Влияние на секреторните медиатори, секретирани  

от АТ-МСК, върху нивата на TNF-α 

Oбобщението от опитните постановки за всички 17 пациенти с РА показа 

статистически сигнификантно по-ниски нива на секреция на ТNF-α в култу-

рите на ПКМК, култивирани със среди на АТ-МСК спрямо контролните среди 

– median [IQR] (1 pg/ml [0.7 - 1.9] vs. 5 pg/ml [1.75 - 11.65], p = 0.001) (фиг. 22). 

Големината на ефекта беше много по-голяма от “типичната” съгласно класи-

фикацията на Cohen. Разпределението на стойностите на TNF-α в двете групи 

се различаваше от нормалното, поради което бяха представени чрез медиан-

ната си стойност и съответния интерквартилен обхват. Хипотезите бяха про-

верени посредством непараметричния рангов метод на Wilcoxon. 

 

Фигура 22. Разлика в продукцията на TNF-α в култури на ПКМК от пациенти с РА, култи-
вирани с контролни среди за клетъчно култивиране (А) и среди от АТ-МСК (Б). Данните 
са представени чрез Median (IQR). Фиг. 22 е обобщаваща за всички 17 експериментални 
постановки, проведени с ПКМК, добити от 17 различни пациенти с РА, *p < 0.05 

5.12.4. Влияние на разтворимите фактори, продуцирани от АТ-МСК, 

върху IL-6 

В условията на култивиране на ПКМК със среди от АТ-МСК бяха наблюда-

вани сигнификантно по-високи нива на IL-6 спрямо конролните среди. От друга 

страна, IL-6 бе открит в относително високи концентрации в средите от АТ-МСК, 

което предизвиква „маскиращ” ефект върху продуцирания от ПКМК IL-6. Въз ос-

нова на това влиянието на разтворимите фактори от АТ-МСК върху продукцията 
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на IL-6 в нашите опитни постановки не би могло да се оцени директно посредством 

имуноензимен метод. Същите съображения бяха взети под внимание и при оцен-

ката на ефекта върху динамиката на хемокина CCL2 (MCP-1), който също беше от-

крит в относително висока концентрация в кондиционираните среди от АТ-МСК. 

5.12.5. Ефекти на разтворимите фактори, секретирани от АТ-МСК,  

върху секрецията на IL-17 от ПКМК на пациенти с РА 

Oбобщението от всички опитни постановки за всички 17 пациенти с РА показа 

статистически сигнификантно по-ниски нива на секреция на IL-17 в културите на 

ПКМК, култивирани със среди на АТ-МСК спрямо култивираните с контролните 

среди, Median (IQR) (2.3 pg/ml (0.75-5.42) vs. 4.2 pg/ml (3.1-6.1), p = 0.017). Намале-

ните цитокинови нива на IL-17 бяха конкордантни на наблюдаваните промени в 

пула на Th17 хелперните лимфоцити. Големината на ефекта беше определена като 

много по-голяма от типичната. Данните имаха непараметричнно разпределение, по-

ради което беше използван непараметричният тест на Wilcoxon за свързани извадки.  

На фиг. 23 е представена разликата в нивата на IL-17 в култури на ПКМК от 

пациенти с РА, култивирани с контролни среди за клетъчно култивиране (А) и среди 

от АТ-МСК (Б). 

 

Фигура 23. Разлика в нивата на IL-17 в култури на ПКМК от пациенти с РА, култивирани 
с контролни среди за клетъчно култивиране (А) и среди от АТ-МСК (Б). Данните са пред-
ставени чрез Median (IQR). Фиг. 23 е обобщаваща за всички 17 експериментални поста-
новки, проведени с ПКМК, добити от 17 различни пациенти с РА,*p < 0.05 
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5.12.6. Влияние на разтворимите фактори, секретирани от АТ-МСК, 

върху нивата на IL-21 от ПКМК на пациенти с РА 

В условията на кокултивиране със среди на АТ-МСК беше описана чувс-

твителна промяна в нивата на IL-21. Под действие на средите от АТ-МСК 

върху ПКМК от пациенти с РА, сигнификантно беше намалена концентраци-

ята на IL-21, като нивата на този цитокин в културите на ПКМК, култивирани 

с контролните среди бяха median (IQR) 66.9 pg/ml (40.6-107.2), докато при кул-

тивиранe със средите от АТ-МСК бяха 53 pg/ml (22-73), p = 0.022 (фиг. 24). 

Намалените нива на IL-21 добре кореспондираха с промените, настъпващи в 

процента на Тh17 хелперните лимфоцити. Големината на ефекта беше опреде-

лена като по-голяма от типичната. Хипотезата беше проверена с непарамет-

ричния тест на Wilcoxon.  

 

Фигура 24. Разлика в нивата на IL-21 в култури на ПКМК от пациенти с РА, култивирани 

с контролни среди за клетъчно култивиране (А) и среди от АТ-МСК (Б). Фиг. 24 е обобща-

ваща за всички 17 експериментални постановки, проведени с ПКМК, добити от 17 раз-

лични пациенти с РА. Данните са представени чрез Median (IQR), *p < 0.05 

5.12.7. Разлики в секрецията на разтворим sVEGF-A 

Нивата на sVEGF-A в култури на ПКМК от пациенти с РА, култивирани с 

кондиционирани среди от АТ-МСК бяха сигификантно по-високи спрямо нивата 

му в ПКМК, култивирани с контролни среди, median [IQR] (5012 pg/ml [2516-
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5054] vs. 561 pg/ml [288-699], p = 0.001 (фиг. 25). Въпреки че sVEGF-A беше от-

крит в средите от АТ-МСК във висока концентрация – median (IQR) 3069 pg/ml 

(2499-3639), смятаме, че интерпретацията на резултатите от култивирането е ко-

ректна, поради факта че концентрацията при култивирането надвишаваше 

средно с 1000 pg/ml съдържащия се в средите от АТ-МСК sVEGF-A. 

 

Фигура 25. Разлика в нивата на sVEGF в култури на ПКМК от пациенти с РА, култивирани 

с контролни среди за клетъчно култивиране (А) и среди от АТ-МСК (Б). Прекъснатите 

линии изобразяват обхвата на концентрацията на sVEGF в средите на АТ-МСК. Данните 

са представени чрез медианна стойност и интерквартилен обхват. Фиг 25. е обобщаваща 

за всички 17 експериментални постановки, проведени с ПКМК, добити от 17 различни па-

циенти с РА, *p < 0.05 

5.12.8. Ефекти на АТ-МСК върху продукцията на PGE2 

Промените, настъпващи в концентрацията на разтворимия фактор прос-

тагландин Е2 (PGE2) под паракринното влияние на АТ-МСК, представляваха 

особен интерес. PGE2 беше открит в среди от АТ-МСК, median (IQR) 249 pg/ml 

(200-298). Концентрацията на PGE2 в културите на ПКМК от пациенти с РА и 

култивирани с контролни среди и кондиционирани среди от АТ-МСК бяха съ-

ответно 587 pg/ml (89.83-2222) и 3043.13 pg/ml (46.22-5060), p = 0.064, което 

би могло да се приеме за тенденция към сигнификантност (фиг. 26). 
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Фиура 26. Разлика в нивата на PGE2 в култури на ПКМК от пациенти с РА, култивирани 

с контролни среди за клетъчно култивиране (А) и среди от АТ-МСК (Б). Данните са пред-

ставени чрез медианна стойност, минимална и максимална стойност. Представена е и 

концентрацията на PGE2 в средите на АТ-МСК. Прекъснатите линии изобразяват мини-

малната и максималната стойност на концентрацията на PGE2. Фиг. 26 е обобщаваща за 

всички 17 експериментални постановки, проведени с ПКМК, добити от 17 различни паци-

енти с РА, *p < 0.05 

5.12.9. Влияние на разтворимите фактори, продуцирани от АТ-МСК, 

върху IFN-γ, IL-4, IL-23 и IDO 

Измерените от нас нива на секреторен IFN-γ, IL-4, IL-23 и IDO в култу-

рите на ПКМК от всички 17 опитни постановки бяха под минималния откри-

ваем праг на използваните търговски китове (60 pg/ml), поради което не мо-

жахме да отчетем влиянието на разтворимите фактори, съдържащи се в сре-

дите на АТ-МСК, върху продукцията на IFN-γ, IL-4, IL-23 и IDO от мононук-

леарните клетки, съдържащите се в културите от ПКМК.  

5.12.10. Влияние на разтворимите фактори, продуцирани от АТ-

МСК, върху CCL2 

Същите (виж т. 5.12.4) съображения бяха взети под внимание и при оцен-

ката на ефекта върху динамиката на хемокина CCL2, който също беше открит 

в относително висока концентрация в кондиционираните среди от АТ-МСК. 



Дисертационен труд, д-р Георги Василев, 2021 

- 112 - 

5.13. Обобщение на получените резултати  

чрез мултивариатни статистически анализи 

5.13.1 Обобщение посредством Heatmap 

Подходящ визуализиращ подход, чрез който да представим данните за 

промяната на изследваните цитокини и флоуцитометрични показатели за 

всички опитни постановки с ПКМК от 17 пациенти с ревматоиден артрит, 

беше heatmap графиката (фиг. 27).   

Всеки ред представя експерименталните данни за една опитна постановка 

с ПКМК от един пациент с РА, колоните показват изследваните показатели. 

Посредством цветова скала е показана промяната или стандартизираната раз-

лика, изразена като Z score за всеки един конкретен показател. Цветовата скала 

представя стойности на Z score от – 4 до 3. От графиката се вижда хомогенното 

намаление в нивата на TNF-α, IL-17A, и увеличението на процента на Treg и 

TGF-β под действието на разтворимите фактори, продуцирани от АТ-МСК. 

Добре се визуализира и намаленият процент на Тeff и Тh17 хелперните лим-

фоцити.  

Дендрограмата в горната част на графиката представя резултата от клъс-

терен анализ, изследващ сходството между изследваните променливи. Клъс-

терният анализ е проведен по метода на Ward, a като мярка за сходство е из-

ползван коефицентът на корелация на Spearman. Променливите могат да бъдат 

групирани в 2 клъстера, състоящи се от 2 подклъстера, съответно TGF-β, Teff 

и Tregs, които формират собствен подклъстер, а IL-17и TNF-α формират отде-

лен подклъстер. Въз основа на сходството помежду си sVEGF-A, PGE2 и Th17 

могат да бъдат групирани в отделен клъстер, както и IL-10 и IL-21. 
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Фигура 27. Heatmap, обобщаващ данните по отношение на промените в изследваните по-
казатели при всички 17 опитни постановки 

5.13.2. Корекция при проверка на множество хипотези 

В рамките на експерименталната работа по настоящия дисертационен 

труд бяха проверени 17 хипотези (N) и бяха въведени корекции в съответствие 

с метода на Benjamini-Hochberg. Kоригираните стойности на p бяха означени 
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с “q” и за сигнификантни бяха приети стойности на q < 0.05 (червената пунк-

тирана линия на фиг. 28). След тази корекция промените на PGE2, IL-10 и B7 

комплекса станаха несигнификантни.  

 

Фиура 28. Резултати от 17 изследвани променливи при култивиране на ПКМК от паци-

енти с РА с контролни среди и кондиционирани среди от АТ-МСК, въведена е корекция за 

множество тествания 

На фигура 28 в обобщен вид са представени резултатите от разликите в 17 

различни променливи между ПКМК от пациенти с РА, получени при култивира-

нето с контролни среди и среди от АТ-МСК. На абсцисата е изобразена големи-

ната на промяната (fold change) в логаритмична скала. Променливите, които нама-

ляваха вследствие на култивирането със среди от АТ-МСК, имаха положителни 

стойности върху X оста, а тези, които се увеличаваха, имаха отрицателни стой-

ности. На oста Y (ординатата) бяха изобразени коригираните стойности на p (q) 

съгласно метода на Benjamini-Hochberg. Статистически значимите промени се раз-

полагаха по ординатната ос апикално спрямо пунктираната линия. 

При култивиране с АТ-МСК беше регистрирано най-силно понижение в 

стойностите на HLA- DR, HLA- DR MFI, TNF-α, IL-17A, a най-голямо беше 
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повишението в нивата на sVEGF-A (средно около 3 пъти). Процентното уве-

личение на CD25-и CD25+ Тregs, CD14+ моноцитни клетки и нивата на TGF-β 

беше около два пъти. Промените в PGE2, B7 комплексa (CD80/CD86) и IL-10 

се разполагаха под пунктираните стойности, поради което бяха приети за не-

сигнификантни. 

5.13.3. Факторен анализ между нивата на изследваните цитокини  

в културите на ПКМК от пациенти с РА 

Ефектът на разтворимите фактори, продуцирани от АТ-МСК върху цито-

киновата секреция на имунокомпетентните клетки, съдържащи се в културите 

на ПКМК (моноцитни клетки, Т-хелпери, NK клетки и B-лимфоцити), беше 

оценен посредством едномерни сравнения в цитокиновата продукция на всеки 

отделен цитокин. От друга страна, сигналните трансдукциони пътища, както и 

ефектите на различните ефекторни цитокини, са взаимосвързани и корелират 

помежду си.  

С цел да изследваме и обобщим взаимоотношенията/корелациите между 

промените на цитокините в условията на въздействие на разтворими медиа-

тори от АТ-МСК, проведохме факторен анализ на цитокините в културите на 

ПКМК, култивирани с контролни среди и с кондиционирани среди от АТ-

МСК. Факторният анализ е техника за мултивариантен анализ, базирана на 

идеята за намаляване на броя на променливите с цел улесняване на визуализа-

цията и разбирането на структурата на данните. Този анализ води до създаване 

на нови променливи, наречени фактори, които същевременно отразяват мак-

симално добре вариациите (дисперсия) в изследваните цитокини и запазват 

структурата на данните, тоест създадените от анализа фактори са обобщаващи 

за повече от една взаимнокорелиращи цитокинови променливи, освен това вза-

имната корелация между факторите е 0 (ортогонални). Мярка за това колко 

добре всеки фактор обобщава данните е процентът от общата дисперсия 

(Eigenvalue) на всички цитокини, която всеки фактор представя. По правило 

фактори с Еigenvalue < 1 не обобщават добре данните и са критерий за изключ-

ването им при представяне на данните от анализа. 
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Преди провеждането на анализа всички променливи бяха стандартизи-

рани. Докладването на резултатите от анализа беше коректно, тъй като мяр-

ката за адекватност на извадката (Kaiser-Meyer-Olkin Measure of Sampling 

Adequacy) беше 0.6, a тестът на Bartlett за сферичност (Bartlett, 1954) беше ста-

тистически значим (p < 0.05) (Кaiser, 1974). Съгласно проведения анализ, ва-

риацията в данните на 7-те изследвани цитокина можеха да бъдат коректно 

представени посредством три фактора, които имаха собствена стойност 

(Eigenvalue) > 1, като те заедно обясняваха 78% от дисперсията в цитокиновите 

променливи (табл. 9).  

 
Таблица 9. Стойности на Еigenvalue, проценти от общата дисперсия в цитокиновите  

променливи, обяснявани от 3-те фактора 

 Eigenvalue % от общата дисперсията %  кумулативна дисперсия 

Фактор 1 2.63 37.51 37.51 

Фактор 2 1.64 23.48 61 

Фактор 3 1.25 17.79 78.89 

 

Влиянието на цитокините върху факторите (факторното тегло) е предста-

вено във вид на корелационна зависимост на таблица 10. 

 
Таблица 10. Kорелационна зависимост (факторно тегло) между променливите  

и принципалните компоненти (фактори) 

 Фактор 1 Фактор 2 Фактор 3 

IL-17A 0.51 0.52 0.52 

TNF-α 0.76 0.18 0.20 

IL-21 0.31 0.50 -0.67 

sVEGF-A -0.81 0.10 0.32 

PGE2 -0.76 0.20 0.35 

IL-10 -0.01 0.94 0.12 

TGF-β -0.67 0.38 -0.49 
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Силна положителна корелация съществуваше между TNF-α и IL-17, от 

една страна, и фактор 1 – от друга. Силна отрицателна корелация беше уста-

новена между фактор 1 и sVEGF-A, PGE2 и TGF-β. IL-10 корелираше най-

силно с фактор 2. По-слаба корелация определихме между фактор 2 с IL-17, 

IL-21 и ТGF-β1 (табл. 10). 

 

Фигура 29. Корелация между изследваните цитокини в културите на ПКМК от пациенти с 

РА. Представени са проекциите на изследваните променливи върху фактор 1 и фактор 2 

Корелационните зависимости между изследваните цитокини и фактори 1 

и 2, описани в табл. 10, са представени графично на фигура 29. Разстоянието 

от центъра на графиката до всяка променлива, означено с черните еквидистан-

тни линии, показва корелацията на всяка променлива с факторите (фиг. 29). 

Еквидистантните линии на променливите TGF-β, sVEGF-Aи PGE2, IL-17A, IL-

21 и TNF-α са с еднаква дължина и приблизително еднаква ориентация, което 

показва силната положителна корелация между TGF-β, sVEGF-A и PGE2 и 

между IL-17A, IL-21 и TNF-α. От графиката също така може да се определи и 
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отрицателната корелация между групите на TGF-β, sVEGF-A и PGE2, от една 

страна, и IL-17A, IL-21 и TNF-α – от друга. 

В допълнение, корелационната зависимост беше оценена и с теста на 

Spearman: между TGF-β и PGE2 (R = 0.50, p < 0.05); sVEGF-A и PGE2 (R = 0.76, 

p < 0.05); между IL-17 и ТNF-α (R = 0.63, p < 0.05), между IL-21 и TNF-α също 

беше наблюдавана положителна корелация (R = 0.776, p < 0.001). В допълне-

ние, положителна корелация посредством теста на Spearman беше намерена 

между TNF-α и IL-10 (R = 0.45, p < 0.05), и отрицателна корелация между TNF-

α и TGF-β (R = -0.43, p < 0.05). 

5.13.4. Многофакторни методи за анализ. Метод на опорните вектори. 

Дървета за класификация и регресия  

За да оценим биологичния ефект или колко различни бяха цитокиновите 

профили на ПКМК, култивирани със среди от АТ-МСК, спрямо тези, култиви-

рани с контролните среди, и с цел по-добра визуализация, приложихме след-

ните методи, принадлежащи към групата на машинното обучение: дървета за 

класификация и регресия (CART Decision Trees), метод на опорните вектори 

(Support Vector Machines) и PLS – дискриминантен анализ (Partial least squares). 

На първо място, параметричният тест на Hotteling (Multivariate paired 

Hotteling’s T-Squared) за сравнение на две свързани многовариантни разпределе-

ния би могъл да покаже наличието на сигнификантна разлика между културите 

на ПКМК, култивирани с контролни среди, спрямо тези, култивирани със среди 

от АТ-МСК, въз основа на стойностите на всички измерени цитокини (За да бъде 

приложен параметричният тест на Hotteling, всички променливи бяха транс-

формирани до нормално разпределение.) Неговата стойност беше сигнификан-

тна, p < 0.05, т. е. показа статистическа значима разлика.  

Един от възможните подходи, чрез който бихме могли да измерим колко 

силно две групи се различават по множеството променливи, които ги описват, е 

да сравним колко точно алгоритъмът за класификация може да класифицира 
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опитните постановки като “култивирани с АТ-МСК” или “контролни среди” въз 

основа на отделните цитокинови профили. Ако две групи имат много различни 

цитокинови стойности, тогава пробите от всяка група ще бъдат лесно класифи-

цирани или определени в правилната група. И обратно, ако цитокинoвите про-

фили на две групи са много сходни (или идентични, т. е. няма промяна под въз-

действието на АТ-МСК), алгоритъмът за класификация ще може да класифицира 

правилно само малка част от пробите (или изобщо никакви) (Аzizeh et al., 2018). 

5.13.5. Meтод на опорните вектори (SVM) 

За целта първо използвахме класификационен алгоритъм, базиран на ме-

тода на опорните вектори (Support Vector Machines, SVM). Проведеният от нас 

SVM анализ използва гусова радиална базисна функция (γ = 0,143) като функ-

ция на ядрото и беше приложено кръстосано валидиране (V = 4). Независимите 

променливи бяха: IL-17A, TNF-α, IL-21, sVEGF-A, PGE2, IL-10, TGF-β. Бяха 

определени 8 опорни вектора – 3 за класификацията на опитните постановки с 

контролни среди и 5 за класификацията на опитните постановки, култивирани 

с АТ-МСК. Точността на класификацията беше 100% в тренировъчната, 100% 

в тестовата и 100% в цялата група, което е индиректна мярка за различията в 

цитокиновата секреция, настъпваща под въздействие на АТ-МСК.  

5.13.6. Дървета за класификация и регресия (CART)  

Създадохме и CART алгоритъм за класификация и регресия, като използ-

вахме “iTrees“ функцията в програма за статистическа обработка и data 

maining STATISTICA 64 (StataSoft). Kритерий при избор на най-оптимална 

стойност на разделяща променливa беше минимизирането на Gini-индексът. 

Изборът на алгоритъм с цел най-точен предиктивен модел беше направен пос-

редством кросвалидация (v = 4). В случая, използвайки предсказаните вероят-

ности, проведохме анализ на ROC крива (receiver operator characteristic) и док-

ладвахме стойностите от площта под кривата (ROC AUC), като мярка за ус-

пешността на класифициращия алгоритъм. В случая площта под кривата (ROC 
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AUC) беше 1.0, p = 0.04, което отново е в подкрепа на сигнификантната раз-

лика в цитокиновите профили между двете групи. 

Анализът позволи да се изследва важността на цитокините, т.е кои цито-

кини имат най-голяма тежест за разграничаване на двата цитокинови профила.  

Тук „важност“ (Importance) е рeлативна величина и представя средното 

тегло на всяка променлива, като приема стойност от 1 до 0 (фиг. 30). Промен-

ливата с най-голямa важност приема стойност 1, а всички останали промен-

ливи приемат стойност < 1 в зависимост от относителната им важност спрямо 

най-важната променлива.  

 

Фигура 30. Важността на отделните цитокини, представени като релативна стойност, 

по отношение на разграничаването на цитокиновите профили на ПКМК, култивирани с 

контролни среди и среди от АТ-МСК 

5.13.7. PLS – Дискриминантен анализ 

Изборът ни на визуализираща техника за представяне на сигнификант-

ните различия в цитокиновите нива, получени вследствие на култивиране на 

ПКМК от 17 пациенти с РА с контролни и кондиционирани среди от АТ-МСК, 
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се спря върху стандартизиран биплот, представящ резултатите от проведен 

Partial Least squares (PLS) анализ за класификация. Алгоритъмът търси най-

добрия начин за проектиране на данните в по-ниско измерение, така че да 

идентифицира най-доброто линейно разделяне между групите. С цел намиране 

на най-добро разделение между двете групи, PLS-DA създава нови латентни 

променливи (LV1 и LV2), върху които да се проектира всеки цитокинов про-

фил. Подобно на факторния анализ, латентните фактори LV1 и LV2 oбобщават 

част от вариацията в изследваните цитокини, но подборът и проекцията на ци-

токиновите променливи върху LV е преднамерен, ориентиран към постигане 

на най-добро линейно разделение между двете групи цитокинови профили. 

Ако проекциите на двете групи се припокриват в голяма степен, това предпо-

лага, че разпределението на стойностите на цитокините е доста сходно; ако те 

не се припокриват, това означава, че характеристиките на цитокиновите про-

фили са различни между групите. Тоест това е подходяща визуализираща тех-

ника при изтъкване на разликата в цитокиновата секреция под действие на 

среди от АТ-МСК въз основа на всички изsледвани секреторни молекули. Фи-

гура 31 представя стандартизирания биплот. Той демонстрира проекциите на 

двете групи цитокинови профили, изобразени посредством червени ромбове 

(културите на ПКМК, култивирани със среди от АТ-МСК) и сини точки (кул-

турите на ПКМК, култивирани с контролни среди) върху новите променливи 

(LV1 и LV2), както и ориентацията и корелацията на цитокиновите промен-

ливи спрямо LV1 и LV2 (цветните линии). 

Стандартизираният биплот, изобразен на фигура 31, демонострира наличието 

на добро линейно разделение и минимално припокриване между двете групи цито-

кинови профили. Този визуализиращ подход е в подкрепа на сигнификантната раз-

лика между цитокиновите профили на ПКМК, култивирани с контролни среди и 

среди от АТ-МСК, доказана с теста на Hotteling (p < 0.05), и на способостта на кла-

сифициращия алгоритъм да ги разграничи (ROC AUC = 1.0). 
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Фигурa 31. Стандартизиран биплот, представящ цитокиновите профили от 34 клетъчни 
култури от 17 експериментални постановки с ПКМК от 17 пациенти. С цифра е означен 
съответният пациент с РА, донор на ПКМК  
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6. ОБСЪЖДАНЕ  

6.1. Характеристика на пациентите  

Подборът на подходящите за включване в нашето изследване пациенти с 

РА беше извършен съгласно заложените от нас apriori критерии за включване 

и изключване. Поради лимитирания брой опитни постановки, оформянето на 

хомогенна група от болни, от които да бъдат добити периферни кръвни мо-

нонуклеарни клетки, беше изключително важно. Включващите критерии бяха 

така формулирани, че групата от болни с РА да бъдат едновременно с уме-

рена/висока болестна активност (DAS28 > 3.2) и да бъдат на перорална терапия 

с метотрексат и/или ниска дневна доза непревишаваща 10 mg преднизолон или 

преднизолонов еквивалент, като пациенти, лекувани с биологични БПАРЛ и 

таргетни синтетични БПАРЛ, не бяха включени. Така че участниците в изс-

ледването бяха със сходна болестна активност и същевременно бяха подло-

жени на стандартно терапевтично въздействие. Дизайнът на проучването беше 

изцяло съобразен с конкретните хипотези, които искахме да проверим, и те-

зата, че по-високите дози орален кортикостероид и/или метотрексат биха 

могли да окажат значимо влияние върху таргетните за нашето проучване 

имунни клетки и цитокиновата секреция на периферните кръвни мононукле-

арни клетки.  

6.2. Имунологични параметри на изследваните пациенти 

При охарактеризиране на болните всички бяха изследвани за високоспе-

цифични за РА антитела каквито са насочените срещу CCP и MCV, също и за 

ревматоиден фактор от класовете IgM, IgG, IgA. Направената имунологична 

диагностика по отношение на РА специфичните антитела би могла да бъде оп-

ределена като пълен и задълбочен имунологичен панел. Не бяха открити коре-

лациони зависимости между активността на заболяването и концентрацията на 
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изследваните автоантитела. Най-голям брой болни – 15 (88%), бяха положи-

телни за антитела срещу CCP, следвани от 14 (82%) за MCV, 12(71%) за RF-

IgM, 11(65%) за RF-IgG и 10 (58%) за RF-IgA. Намерената честота на изслед-

ваните автоантитела в голяма степен кореспондира на описаната в литерату-

рата. По литературни данни автоантителата, насочени към CCP, се намират 

средно в 86% от болните с РА, когато са определени с ELISA китове трето 

поколение, докато анти-MCV се установяват в 39% до 78.9% от болните 

(Bonifacio, 2019). Само един пациент беше отрицателен едновременно за анти-

тела срещу MCV и CCP, тоест 94% от болните с РА бяха положителни за ан-

титела срещу цитрулинирани протеини.  

Около 40-60% от пациентите с РА могат да са положителни за АНА 

(Harmon, 1985), поради което въпреки ниската им специфичност за РА към 

имунологичната характеристика добавихме и изследване на антинуклеарни 

антитела по отношение на титър и специфичен образ спрямо номенклатурата 

на ICAP. От пациентската група с РА, включени в настоящия дисертационен 

труд, 14 пациенти (82%) имаха АНА в титър равен или по-висок от 1:160. Ан-

тинуклеарните антитела бяха установени в по-висок процент при болните с 

РА, включени в проучването, в сравнение със съобщаваната в литературата 

честота. Възможно обясниение за този резултат е, че нашите пациентите с РА 

са с умерена до висока болестна активност, тоест болестната активност може 

да корелира с имунологичната активност и производството на автоантитела 

срещу нуклеарни антигени. При справката направена в литературата не ус-

пяхме да намерим проучвания за подобна корелация на АНА при пациенти с 

РА с умерена и висока активност.  

Коментар заслужава и типът имунофлоуресцентно светене, който беше 

наблюдаван при определяне титъра на АНА чрез индиректна имунофлоурес-

ценция (ИИФ). Най-често срещаните типове светене на серумите от РА бол-

ните с титър на АНА ≥ 1: 160 бяха AC-1 (ядрено хомогенно светене) и AC-4 
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(дребнопетнисто ядрено светене). Част от серумите имаха флоуресцентен об-

раз, определен като смесен, получен при смесването на „основните” образи 

AC-1 и AC-4. AC-1 типът се получава при “оцветяването” на хроматина на 

Hep-2 клетъчната линия и по данни на ICAP най-често кореспондира на нали-

чието на антитела срещу dsDNA, хистони и нуклеозоми. Част от познатите ав-

тоантитела, водещи до наблюдаване на тип АC-4 имунофлоуресцентно све-

тене, са насочени срещу следните антигени: SS-A/Ro60, SS-B/La, Mi-2, TIF1γ, 

TIF1β, Ku. Тестването за наличието на автоантитела срещу dsDNA, хистони 

нуклозоми, както и SS-A/Ro60, SS-B/La и Ku, което би могло да внесе яснота 

по отношение на конкретните антитела, кореспондиращи на наблюдаваните 

типове светене, не беше предмет на настоящия дисертационен труд. Още по-

вече че под типа светене биха могли да се „крият” голям брой все още неуточ-

нени автоантитела. 

Механизъм за появата на евентуални автоантитела срещу dsDNA, хис-

тони и нуклеозомни структури, частично обясняващ наблюдаваното имуноф-

лоуресцентно светене тип АC-1 в нашата група пациент, биха могли да са про-

цесът на „епитопно разпростиране” („epitope spreading”), както и особеностите 

на ставното възпаление, основна роля в което имат неутрофилите и процесът 

на неутрофилна смърт (нетоза). При нетозата неутрофилът изхвърля ядреното 

си съдържимо, образувайки структури, съдържащи основно ДНК, хистони и 

други ядрени антигени като HMGB. Тези структури играят роля в изчиства-

нето на екстрацелуларни патогени и са наричани още екстрацелуларни капани 

(extracellular traps). Изхвърленото ядрено съдържимо може да претърпи вто-

рична модификация като цитрулиниране под действие на отделените при не-

утрофилната смърт, а и от множеството макрофаги ензими пептидил аргинин 

деаминази. Фагоцитирането на тези структури води до антигенното им предс-

тавяне и съотвено появата на автоантитела. По литературни данни около 40% 

от ACPA показват висок афинитет срещу цитрулинираните H2A/H2B хистони 

(Corsiero et al., 2020). Чрез процеса на „епитопно” разпростиране могат да се 



Дисертационен труд, д-р Георги Василев, 2021 

- 126 - 

увеличат и епитопните специфичности на автоантителата разпознаващи хис-

тони и двойноверижна ДНК. 

6.3. Методологични съображения при култивиране  

на ПКМК от периферна венозна кръв на пациенти с РА  

със среди от АТ-МСК  

Ревматоидният артрит е системно автоимуно заболяване и от тази гледна 

точка, за да оценим правилно практическата стойност на получените от нас 

резултати, е важно да обърнем внимание и на факта, че култивираните мо-

нонуклерани клетки са добити от периферна венозна кръв. След активирането 

на наивните Т-хелперни лимфоцити и насочването им към определен профил 

на диференциация, те увеличават своята експресия на CD69 и потискат експ-

ресията на рецептора си за сфингозин фосфат-1 и CCR7, което в по-малка или 

по-голяма степен определя съдбата им. Те напускат вторичните лимфоидни 

органи и постъпват в циркулаторното русло, като заселването им в таргетните 

тъкани и органи се определя от екпсресията на хемокинови и селектинови ре-

цептори, тясно свързани с профила на диферециация: CXCR3, CCR4 за Тh1, 

CCR6 за Тh17 и CCR9 за Тh2. Активираните ефекторни лимфоцити, имащи 

отношение към имунопатогенезата на РА, могат да бъдат открити в перифер-

ната венозна кръв, преди да осъществят своя хоминг в местата на характерното 

за РА възпаление. Следователно в методологичен аспект избраната от нас 

опитна постановка е адекватен способ за изследване на Т-хелперни лимфо-

цити, имащи участие в имунопатогенезата на автоимунния процес при РА.  

Избор на МСК от адипозна тъкан като източник на кондиционирани 

среди. Всички етапи от планирането и изпълнението на опитната постановка 

на настоящия дисертационен труд в концептуален план бяха ориентирани и 

преднамерени към добиването на резултати с потенциално най-голяма прак-

тическа полза. В концептуален план това е трасирането на бъдещия път за 

евентуалното практическо приложение на МСК-базирани подходи за терапия 

на РА. Именно поради това АТ-МСК бяха предпочетени като по-подходящи 
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спрямо МСК от други източници, каквито са МСК от костен мозък и/или МСК 

от пъпна връв. Един от основните аспекти, влизащи в съображение, беше дос-

тъпността на добиването на мастната тъкан като източник на МСК спрямо да-

леч по-трудните и обвързани с по-сложни етични процедури източници, като 

костен мозък или пъпна връв.  

Изборът на кондиционирани среди от АТ-МСК също така беше основан 

и на резултатите от предишни проучвания на авторския колектив, показващи 

по-силния имуносупресивен ефект на АТ-МСК спрямо МСК от костен мозък 

(Ivanova-Todorova et al., 2009). 

6.4. Цитокинова секреция на АТ-МСК 

Контактът между МСК и имунокомпетентните клетки е комплексен и 

често двупосочен. Осъществява се чрез паракринното действие на секрети-

рани разтворими фактори или чрез директен клетъчен контакт, като двата пътя 

на взаимодействие могат да се проявяват в комбинация. С цел да премахнем 

„двупосочния механизъм“ на взаимодействие, избрахме да изслeдваме отдел-

ното и независимо действие на супернантанти от АТ-МСК, като фокус на нас-

тоящата дисертация е паракринното влияние на секреторни молекули от чо-

вешки АТ-МСК върху CD4+Т лимфоцити при пациенти с РА. 

Получените от нас резултати показаха, че изследваните среди от АТ-МСК 

съдържат в относително висока концентрация VEGF, CCL2 (MCP-1), CCL5 

(RANTES), PGE2, IL-6, и IL-8. От друга страна, IL-17 беше установен в отно-

сително ниски концентрации в нашите среди от АТ-МСК и следователно това 

би могло да намали тежестта му при оценка на общия биологичен ефект на 

супернатантите. В допълнение на това, нашите резултати демонстрират, че в 

среди от АТ-МСК TGF-β, IL-10, TNF-α, IFN-γ, IL-4, IL-23 и IDO не се откриват, 

въз основа на което можем да ги изключим от интерпретацията на паракрин-

ното действие на АТ-МСК. 
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Съпоставката на нашите резултати за наличието и обхвата на концентра-

цията на разтворимите фактори в среди от АТ-МСК с наличните данни в лите-

ратурата показа голяма степен на конкордантност и съвпадение. Това се отнася 

основно до откритите от нас високи нива на VEGF, CCL2 (MCP-1), CCL5 

(RANTES), PGE2, IL-6 и IL-8. (Kagiwada et al,. 2008; Kleiveland et al., 2008; 

Park et al., 2009; Kyurkchiev, 2014). По отношение наличието на IL-10 и TGF-β 

в супернатанти от МСК, в световната литература няма консенсус (Di Nicola et 

al. 2002; Park et al., 2009; Bernardo and Fibbe, 2013; Kyurkchiev, 2014) В този 

контекст резултатите на нашия екип ни причисляват към тези изследователи, 

които не откриват TGF-β и IL-10. Въз основа на това нашите резултати, каса-

ещи ефекта на средите върху таргетните популации имунокомпетентни 

клетки, ще бъдат съпоставяни само с проучвания на екипи, в чиито опитни 

постановки TGF-β и IL-10 също не присъстват в супернатанти от МСК. 

При определяне нивата на IDO, ензимът IDO също не беше установен в 

супернатанти на АТ-МСК 

Важно е да се отбележи, че МСК не проявяват конститутивно пълния си 

набор от имуносупресивни свойства. В литературата съществуват данни, че 

това си свойство МСК придобиват след подходящо активиране („прайми-

ране”), под действието на определени проинфламаторни цитокини като IFN-γ, 

IL-1 и TNF-α. Подобна стимулация е необходима и за активиране на секреци-

ята на IDO и IL-10 (Glenn, 2014). По този начин може да бъдат обяснени полу-

чените от нас резултати. 

В таблица 11 в обобщен вид е представена съпоставка между получените 

от нас резултати за секретираните от МСК разтворими молекули и наличните 

в литературата данни на други изследователски екипи.  
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Таблица 11. Цитокинова продукция на АТ-МСК 

Разтворими фактори, изследвани в екс-

перименталната постановка на настоя-

щия дисертационен труд 

Разтворими фактори, налични в средите 

на АТ-МСК, съгласно наличните данни в 

литературата 

TGF-β (-) 

IL-10 (-) 

IL-6 (+) 

VEGF (+) 

PGE2 (+) 

IDO (-)* 

IL-8 (+) 

IFN-γ (-) 

CCL2 (+) 

CCL5 (+) 

TNF-α (-) 

IL-4 (-) 

IL-17 (+/-) 

IL-21 (+) 

IL-23 (-) 

  

TGF-β (+/-) 

IL-10 (+/-) 

IL-6 (+) 

VEGF (+) 

PGE2 (+) 

IDO * 

IL8 (+) 

IFN-γ (-) 

CCL2 (+) 

CCL5 (+) 

TNF-α (-) 

IL-4 (-) 

IL-17 (-) 

IL-21 (липсват данни) 

IL-23 (-) 

HLA-G5 (+)** 

sICAM (+)** 

sPD-L1 (+)** 

NO (+)** 

ADENOSINE (+)** 

HEMEOXYGENASE (+)** 

HEPATOCYTE GROWTH FACTOR (+)** 

GALECTIN 1,3 (+)** 

LIF (+)** 

TSG-6 (+)** 

sIL-1 ** 

SDF-1 (+)** 

(+/-) Разнопосочни данни; * За секрецията е необходима стимулация; ** Разтворимият 

фактор не беше изследван в рамките на настоящото проучване 

В контекста на заложените от нас идеи и експериментални постановки 

някои цитокини, категорично установени като секретирани от МСК, имат сво-

ите добре известни действия върху имунокомпетентните клетки. 

Например такива с директен и добре описан в световната литература по-

тенциращ ефект върху Tregs са VEGF (Kagiwada et al., 2008), PGE2 (Hsu et al., 

2013) и двете хемокинови молекули CCL2 (Boomsma and Geenen, 2012) и CCL5 

(Karnoub et al., 2007). От своя страна ефектът на IL-6 върху оста Th17/Тregs e 
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амбивалентен и налага едновременно мониториране и на „състоянието” на ми-

еолоидните клетки, способни да осъществяват антигенна презентация. От една 

страна, ролята на IL-6 е свързана с насочване към поляризация в Th17 хелперен 

фенотип, чрез засилване на експресията на транскрипциония фактор RОRc 

(Zhao et al., 2018). От друга страна, влиянието на IL-6 върху миелоидни клетки 

е свързано с увеличаване IL-10 продукцията и чувствително намаляване ин-

тензивността на експресията и броя на клетките, експресиращи костимулатор-

ния комплекс CD80/86, както и HLA-DR. 

6.5. Влияние на кондиционирани среди от АТ-МСК  

върху Тh17 хелперните лимфоцити при пациенти с РА  

Съвременното разбиране за имунопатогенезата на РА определя Тh17 

субпопулцията като основен организатор на проинфламаторните и деструк-

тивните прояви, характерни за това заболяване, поради което голяма част от 

навлизащите в терапевтичната практика нови, по-ефективни подходи за лече-

ние са насочени именно към неутрализиране на обвързания с Тh17 цитокинов 

профил. Пример за внедряване на такива стратегии са моноклоналните препа-

рати, насочени срещу IL-6, IL-17 и GM-CSF, и таргетните синтетични селек-

тивни и неселективни JAK-STAT инхибитори, целящи едновременен блокаж 

на сигнално-трансдукционни пътища на множество цитокинови медиатори. 

Основен аспект в нашата работа, трасиращ посоката на теоретичното проуч-

ване на потенциалните ползи на МСК-базираните терапевтични подходи за 

повлияване на болните от РА, беше проследяването на динамиката на пула от 

Th17, свързано както с бройни, така и с функционални изменения.  

Нашите резултати показаха сигнификантно по-нисък процент на Тh17 

лимфоцитите в културите на ПКМК от пациенти с РА, култивирани със среди 

от АТ-МСК спрямо тези, култивирани с контролни среди (фиг. 10). Резулта-

тите, получени от екипа ни, издържаха направената по-строга статистическа 

проверка по метода на Benjamini-Hochberg, което придава допълнителна те-

жест по отношение на „истинността” на наблюдаваното понижение на броя на 

Тh17. Нашите резултати съответстваха на наличните в литературата данни за 

паракринното действие на среди от МСК от адипозна тъкан (Gonzalez-Rey et 
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al., 2009; Ghannam et al., 2010; Baharlou et al., 2017) при РА (Wang et al., 2012) 

и здрави контроли (Pianta et al., 2014), като при справка в литературата не бяха 

открити данни за обратния ефект или за липса на ефект. Важен аспект от нап-

равените от нас наблюдения по отношение на по-ниския процент Тh17 под 

действие разтворимите медиатори, продуцирани от АТ-МСК, беше да „изме-

рим” големината на фактическата значимост или на прекия биологичент ефект 

от имуносупресивното действие на МСК. Големината на ефекта отразява маг-

нитуда на промяната в изследваната субопулация и „корелира” положително с 

евентуалната практическа полза. От тази гледна точка този показател е важна 

отправна точка в сравнителен план при съпоставяне на действието на АТ-МСК 

с други кандидати за терапевтични стратегии при ревматоиден артрит. Наблю-

даваната в нашите in vitro постановки големина на ефекта беше определена 

като по-голяма от типичната (Rice and Harris, 2005). В проучанията на други 

екипи, описващи действието на МСК върху Тh17 от пациенти с РА, не е съоб-

щаван параметърът “големина на ефекта”.  

Съгласно проведената от нас опитна постановка, процентът на Тh17 беше 

изследван в 3-дневни култури на човешки ПКМК. Наблюдаваните промени в 

компартмента на Th17 биха могли да бъдат обяснени посредством няколко ос-

новни механизъма, застъпени в литературата: 1) конверсия на Тh17 в други 

субтипове, сред които и CD4+FoxP3+ Tregs и други имунорегулаторни феноти-

пове; 2) инхибиция пролиферацията на Тh17; 3) потискане на T-клетъчната 

пролиферация чрез индуциране на анергия или имуносупресия; 4) апопто-

тична смърт и „загуба” на Th17 в тридневните култури. 

Последният механизъм беше отхвърлен в нашите опитни постановки, тъй 

като под действието на среда от АТ-МСК не открихме промяна в процента на 

Т-клетките в ранна и късна апоптоза, който беше много нисък – около 1% в 

тридневните култури на ПКМК. Липсата на проапоптотичен ефект на МСК, 

наблюдаван от нас, съответства напълно с наличните в литературата данни, 

които отричат апоптозата като процес, медииран от МСК (Glennie et al., 2005). 

Натрупаните доказателства демонстрират, че процесите на конверсия и 

инхибиция в пролиферацията под действието на МСК са наравно застъпени, 

могат да протичат едновременно и биха могли да се дължат на действието на 
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многобройните разтворими фактори, секретирани от МСК, като например 

PGE2, ТGF-β, VEGF, HGF, NO, HLA-G5. Инхибирането на диференциацията и 

конверсията на Th17 лимфоцитите могат да бъдат обобщени в един общ меха-

низъм, базиран на нестабилността на Тh17 субпопулацията.   

Baharlou et al. демонстрират, че средите на АТ-МСК при РА ex vivo потис-

кат пролиферацията на активираните ефекторни лимфоцити, чрез инхибиране 

синтеза на IL-2 и увеличаване продукцията на TGF-β и IDO под действито на 

PGE2 (Baharlou et al. 2017). В нашите опитни постановки TGF-β беше сигни-

фикантно повишен в средите от ПКМК от действието на секреторни фактори, 

отделяни от АТ-МСК. PGE2 се съдържаше както в АТ-МСК супернатантата, 

така и се повишаваше под нейното действие в средите на ПКМК, което е в 

подкрепа на описания механизъм (Ghannam et al., 2010; Baharlou et al., 2017). 

Ние установихме силна корелация между понижението на процента на Th17 и 

увеличаването на нивата на PGE2. Резултати в подкрепа на потиснaта проли-

ферация съобщават и Pianta и сътрудници, като по техни данни в културите на 

ПКМК под влияние на AT-MСК се наблюдава до около 56% редукция в броя 

RORc+CD161+Th17 лимфоцитите (Pianta et al., 2014). Ке и сътрудници демон-

стрират, че под влияние на МСК от костен мозък се наблюдава инхибиция на 

Т-клетъчната пролиферация чрез арест в G0/G1 фазите на дележния цикъл и 

влияние върху цитокиновия профил под действието на HGF, PGE2, NO, sHLA-

G5 и Gаlectin-3 (Ke, 2016). 

Допълнително Ке et al. посочват ключовата роля на TNF-α за поддържане 

поляризацията и стабилността на Th17 хелеперния фенотип. TNF-α засилва 

производството на IL-17 (Yagi et al., 2010) и има автокринен ефект върху Th17, 

който e важен за пролиферацията и поддържането на характерните за Тh17 

епигенетични изменения, свързани с експресия на RORc. В нашите опитни 

постановки не сме изследвали средите от АТ-МСК за наличието на разтворим 

рецепторен антагонист на TNF-α, но регистрирахме сигнификантно пониже-

ние в нивата на TNF-α в средите на ПКМК под действието на разтрворими 

фактори от АТ-МСК, което ни дава основание да предположим, че описаният 
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механизъм е приложим и в нашата работа. Така, това се явява възможно обяс-

нение за потенциален механизъм, чрез който да свържем промяната в процента 

на Th17 и понижението на TNF-α.  

Процесът на конверсия на Тh17 и поляризацията им в FoxP3+ Tregs под 

действието на МСК е добре описан в литературата (Tatara et al., 2011; Kay et 

al., 2017,) и е свързан с потискане на RORc. Един от важните аспекти, имащи 

отношение към този процес е действието на IL-6 върху субпопулацията на 

Th17. IL-6 беше намерен от нашия екип в относително висока концентрация в 

средите от АТ-МСК, резултат, многократно доказван и от други екипи (Bouffi 

et al., 2010). От гледна точка на диференциацията на наивните Т-хелперни лим-

фоцити в посока придобиване на Th17 епигенетичен фенотип, IL-6 зависимото 

активиране на STAT3 е от изключително значение. Един от възможните меха-

низми, целящ да обясни IL-6 парадокса в настоящата ситуация, е демонстри-

ран от Liu и сътрудници през 2015 г. Те доказват, че средите от МСК водят до 

активиране на супресор на вътреклетъчния сигналинг – SOCS3 (Suppressor of 

cytokine signaling 3), който блокира активирания STAT3 и на практика повли-

ява върху диференциацията на Т-хелперите. Резултатът е превалиране на неп-

рекия ефект на IL-6, свързан с продукция на IL-10 от миелоидни клетки (Liu et 

al., 2015). IL-10 от своя страна е ключов цитокин ангажиран в диференциаци-

ята на Т-хелперните субпопулации в посока iTregs. 

Понижението на процента на Th17 хелперните лимфоцити под действи-

ето на среди от МСК беше придружено и от сигнификанта редукция в нивата 

на основните Тh17- асоциирани цитокини: IL-17, IL-21 и ТNF-α, като между 

ТNF-α и IL-17 беше установена силна корелация. Изводът, който може да се 

направи, е, че количествените промени са придружени и с функционални из-

менения, свързани с потискане на “активността” на Th17 при пациенти с РA. 

Също така проведеният йерархичен клъстерен анализ показа най-голяма коре-

лация между понижението на Th17 и повишението на нивата на PGE2 в култу-

рите на периферни кръвни мононуклеарни клетки, което съвпада с наличните 

данни в литературата за подобно действие на PGE2. 
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Освен това под действието на CCL2 се инхибират фосфорилацията на 

STAT3 и последващото активиране на транскрипционния фактор PAX5. Ин-

хибицията на STAT3 в T-хелперни лимфоцити води до инхибиране на дифе-

ренциацията в посока Th17 хелперни лимфоцити (Rafei et al., 2008). 

6.6. Влияние на кондиционирани среди от АТ-МСК  

върху CD4+CD25+FoxP3-eфекторните лимфоцити (Тeff)  

при пациенти с РА 

Централно място в нашите експериментални постановки заемаше и изс-

ледването на активираните CD4+CD25+ T-хелперни лимфоцити. CD25 e акти-

вационен маркер, експресиран от активираните Т-хелперни лимфоцити, но 

също така може да бъде и перманентно експресиран от FoxP3+ Т-регулаторни 

лимфоцити. С цел да не допуснем припокриване между популациите, отче-

тохме ефекта на средите от АТ-МСК върху CD4+CD25+ лимфоцити, които н 

експресират транскрипционния фактор FoxP3. Съгласно получените от нас ре-

зултати процентът на CD4+CD25+FoxP3- лимфоцитите (Teff) беше сигнифи-

кантно по-нисък в рамките на 3-дневно култивиране под действието на среди 

от АТ-МСК. Сигнификантността на тази находка остава и след приложената 

корекция по метода н Benjamini-Hochberg. Големината на ефекта и тук беше 

по-голяма от типичната. Този резултат е в съответствие с данните на Gonzalez-

Rey и сътрудници за въздействието на МСК върху Tregs при болни с РА, къ-

дето също се установява понижение на Teff (Gonzalez-Rey et al., 2009). 

Наблюдаваните промени в пула на CD4+CD25+ клетки потвърждават един 

от най-важните механизми, чрез който МСК потискат пролиферацията на Т-

хелперните лимфоцити. Посредством модулация на експресията на повърх-

ностния високоафинитетен рецептор за IL-2 се повлиява клоналната експанзия 

и пролиферация на активирани T-хелперни лимфоцити след фазата на антиген-

зависимата активация. 

Секрецията на IL-2 е основният автокринен и паракринен способ за по-

тенциране на Т-клетъчното оцеляване и пролиферация. Рецептoрът за IL-2 е 

съставен от 3 субединици: полипептидните вериги IL-2Rα (CD25), IL-2Rβ 

(CD122) и IL-2Rγ (CD132). Наличието на IL-2Rγ субединицата причислява IL-
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2 към групата цитокини с обща рецепторна субединица. CD122 и CD132 се 

комбинират и могат да формират рецепторен комплекс с нисък до среден афи-

нитет за IL-2, но активационния сигнал, получван през него, не е достатъчен, 

за да стимулира пролиферацията на активираните Т-хелперни лимфоцити. 

Процесът на активация на наивните Т-хелперни лимфоцити посредством ан-

гажирането на TCR и CD28 активира белтъчния комплекс mTORC1. Сигнали-

зацията, медиирана от mTORC1, е основоположна за активиране на клетъчния 

цикъл и засилването на експресията на CD25. Експресията на CD25 e необхо-

дима за увеличаване на афинитета на IL-2R към IL-2 и генериране на силен 

положителен сигнал, водещ до фосфорилиране на STAT5 (Rusterholz et al., 

1999). Блокирането на IL-2 с моноклонални антитела води до загуба на проли-

феративна спобоност и липсваща диференциация (Hardinger et al., 2012). Спо-

собността на МСК да потискат пролиферацията на активираните Т-хелперни 

лимфоцити може да се реализира посредством промяна в експресията на CD25. 

В подкрепа на тази хипотеза са нашите данни за увеличаване процента на 

CD25-Tregs под въздействието на кондиционираните среди от АТ-МСК. Ren и 

сътрудници допускат, че това влияние би могло да се отдаде на присъствието 

на NO оксид в кондиционираните среди на МСК (Ren et al., 2008). Блокирането 

на азотен оксид-синтетазата, експресирана от МСК, води до възстановавяне на 

експресията на CD25, нивата на фосфорилиран STAT5 и съответно пролифе-

ративния потенциал на Т-хелперните лимфоцити (Yoo et al., 2017). Допълни-

телно доказателство, потвърждаващо предимството на секретирания NO пред 

другите разтворими фактори, секретирани от МСК, по отношение редукцията 

на CD25, e опитната постановка, предложена от Yo и сътрудници. При нея са 

използвани човешки МСК, при които е “oтстранен” генът, кодиращ експреси-

ята на азотен оксид-синтетаза (Yoo et al., 2017) и последващият ефект е липса 

на промяна в експресията на CD25 и Т-клетъчната проилиферация. Пълното 

разшифроване на механизма на действието на NO показва, че присъствието му 

в средите на МСК увеличава фосфорилирането на серин/треонин киназата 

LKB1 и АМК-активираната протеин киназа АMPKα, водещо до потискане на 

mTORС сигналния път (Malik and Yuspa, 2012) и последваща загуба на експре-

сия на CD25. За съжаление, нашите среди от АТ-МСК не бяха изследвани за 



Дисертационен труд, д-р Георги Василев, 2021 

- 136 - 

наличие на NO, но наблюдаваният ефект върху CD25 експресията е същият, 

което позволява да спекулираме, че описаният механизъм може да бъде „екс-

траполиран” и върху нашите данни.  

Друг възможен механизъм, който може да бъде приложен за обяснение на 

наблюдавания ефект върху CD4+CD25+FoxP3- eфекторните лимфоцити, e дейст-

вието на TGF-β. TGF-β не беше открит в средите на АТ-МСК, но беше сигнифи-

кантно по-висок при ПКМК култивирани със среди от АТ-МСК. Аргумент в под-

крепа на това е, че при проведения от нас йерархичен клъстерен анализ промя-

ната в процента на Тeff и разликата в цитокиновата секреция на TGF-β бяха гру-

пирани в един клъстер, тоест корелацията между тях бяше най-голяма. В конк-

ретния случай корелационната зависимост е с отрицателен знак и тя може да се 

интерпретира по следния начин: в опитните постановки с увеличаване нивата на 

TGF-β, съответно намалява и процентът на активираните нерегулаторни Т-хел-

перни лимфоцити. Съгласно натрупаните в литературата данни, инхибиторният 

ефект на TGF-β e насочен едновременно към блокиране на продукцията на IL-2 

и блокиране на сигнално-трансдукционните пътища, активирани под действието 

на IL-2 (Belladonna et al., 2008). Друг аспект от антипролиферативното действие 

на TGF-β върху Т-хелперните лимфоцити е активирането на циклин-зависимите 

киназни ихибитори (CKIs) p15, p21, p27 и потискането на промотори на клетъчни 

цикъл, като C-myc, cyclin D2, CDK2 и cyclin E (Hannon and Beach, 1994; Wolfraim 

et al., 2004, Polyak et al., 1994). TGF-β потиска T-клетъчната пролиферация на на-

ивните Т-хелпери по-силно отколкото на активираните Т-хелпери, което може да 

бъде обяснено с намалената експресия на TGF-β II рецепоторната субединица 

(Cottrez and Groux, 2001). 

Голяма част от активираните и търпящи клонална експанзия Т-хелперни 

клонове при РА са свързани със „затворения кръг“ на автоимунната дисрегу-

лация. Несъмнено най-ключови са автореактивните Т-хелперни лимфоцити, 

но характерен за РА е преходът от антиген-зависим към цитокин-зависим про-

възпалителен отговор (Zizzo et al., 2019). Следователно експанзията и проли-

ферацията на ефекторните Т-хелперни лимфоцити, предоставят „гориво” за 

цитокин-зависимия провъзпалитен отговор при РА. В този контекст, МСК пре-

доставят ключов механизъм за модулация на Т-клетъчната пролиферация. 
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Това е механизъм, който води до клонална анергия и конверсия на автореак-

тивните Т-хелперни лимфоцити в клетки с регулаторен фенотип, което би оз-

начавало и намален синтез на проинфламаторни цитокини, и контрол върху 

активацията и началните стъпки на пролиферацията. Може да се очаква, че 

потискането на пролиферацията на ефекторните лимфоцити ще доведе до на-

мален цитокинов синтез на проинфламаторни цитокини като IL-17 и TNF-α.  

Нашите резултатите потвърдиха редукцията в нивата на IL-17 и ТNF-α. 

Пониженият брой CD25 експресиращи хелпери, от друга страна, е възможен 

механизъм, потенциращ CD25+Tregs, поради намалената конкуренция за на-

личния в средите IL-2. Това е вероятна причина за стабилизиране на FoxP3 и 

би могло да обясни и повишението в нивата TGF-β, който по механизъм на 

обратната отрицателна връзка потиска допълнително Т-клетъчната пролифе-

рация (Sakaguchi et al., 2006). IL-2 e ключов цитокин за създаването и хомеос-

тазата на Tregs. При култивиране на наивни CD4+T-лимфоцити, които са сти-

мулирани чрез ТКР в присъствието на TGF-β, IL-2 е от изключителна важност 

за „отключване” на потисната пролиферация, медиирана от TGF-β (Chen et al., 

2003). Oт тази гледна точка IL-2 се явява най-важният фактор, който „изважда” 

анергичните iTregs от тяхното състояние и ги насочва по пътя на пролифера-

цията. При експерименти с неутрализиране на IL-2 се установява, че той е не-

обходим и за TGF-β-индуцираната транскрипция на FoxP3 и обусловената от 

това супресорна активност (Zheng et al., 2007). Сигналът, генериран чрез IL-2, 

активира STAT5, който от своя страна свързва FoxP3 гена и действа в коопе-

рация със STAT5 в индукцията на FoxP3 протеин (Li and Flavell, 2008). IL-2 

също така действа в посока ограничаване на поляризацията на активираните 

CD4+T лимфоцити в посока Тh17 (Xiao et al., 2008). Като цяло би могло да се 

обобщи, че IL-2 е от базисно значение за оцеляването на iTregs, тяхната про-

лиферация и стабилност. Както при повечето ситуации, свързани с цитокини, 

така и тук тези процеси се осъществяват в кооперация с други цитокини, най-

съществен от които е TGF-β. 

Съгласно нашите резултати, намалението на Teff клетки корелира в най-висока 

степен с повишението на TGF-β и процента на FoxP3+Tregs, тези промени бяха обе-

динени в един клъстер заедно с промените, настъпващи между TNF-α и IL-17.  

Установените корелационни зависимости, посредством йерархичен клъсте-

рен анализ ни дадоха основание да предложим описания механизъм и причинно-
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следствени връзки, засягащи инхибицията на Т-хелперната пролиферация, с фун-

кционалната и бройна активация на Tregs, съпроводени от намалената секреция на 

TNF-α, IL-17 и повишена продукция на TGF-β. 

6.7. Промени в пула на Тreg лимфоцити под действието  

на среди от АТ-МСК при пациенти с РА 

Тh17 и Тreg клетките представляват две функционално антагонистични 

клетъчни популации, които въпреки своя антагонизъм споделят общи пътища 

на диференциация, като между тях съществува голяма степен на пластичност. 

При РA съществуват дисбаланс и променена динамика в двете популации, ко-

ето е тясно свързано с проявите на автоимунитет, както и с прогресията на 

характерното ставното засягане (Niu et al., 2011). 

Трасирането на евентуалната терапевтична полза от базираните на мезен-

химни стволови клетки подходи при РА е свързано и с изучаване на ефекта им 

върху компартмента на Т-регулаторните клетки, експресиращи транскрипци-

ония фактор FoxP3 (Тregs).  

6.7.1. Влияние на кондиционирани среди от АТ-МСК 

върху субпопулацията на CD4+CD25+FoxP3+ 

В концептуален план дългият път, извървян от началото на 90-те години на 

ХХ в., с идентифицирането на имуносупресивните CD25+ Т-хелперни лимфоцити 

до откриването на ролята на транскрипциония маркер FoxP3 в началото на ХХІ 

век, ражда модерното разбиране за ролята на CD4+CD25+FoxP3+Тregs в процеса на 

имунната хомеостаза и процесите на „здраве и болест”. Сега Tregs се определят 

като клетъчна популация, която е основен „принципал” на процесите на поддър-

жане на периферен автотолеранс. Главната им роля е свързана с прояви на висока 

степен на хетерогенност и пластичност. Tregs, едновременно с експресията на своя 

мастър-регулатор FoxP3, могат да експресират и транскрипционите фактори 

GATA-3, Rorγt, T-bet, характерни за Th2, Th17, Th1 поляризираните хелперни лим-

фоцити. Опитите за разграничаване на същинските имунорегулаторни клетки от 

активираните хелперни лимфоцити водят до отграничаване на три основни попу-

лации, базирани на експресията на FoxP3, CD25 и CD45RA, а именно 

CD45RA−CD25highFoxP3high активирани или често наричани ефекторни Tregs; 
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CD45RA+CD25-FoxP3+, определяни в литературата като неактивирани Tregs; 

CD45RA−CD25lowFoxP3low активирани ефекторни Т-хелперни лимфоцити, транзи-

торно увеличаващи ескпресията на FoxP3 и CD25 след активация. Tregs са хетеро-

генни и по своя произход по-голямата част от циркулиращите в периферията са с 

директен тимусен произход nТregs, докато други са продукт на диференциация в 

периферните лимфни възли на наивни хелпери или активирани ефекторни лимфо-

цити. Тимусните Tregs са единствените CD4+ лимфоцити, които завършват своята 

диференциация в тимуса и го напускат като напълно диференцирани и функцио-

нално компетентни антиген-специфични супресорни Т-клетки (Yang et al., 2009). 

Напускайки тимуса, те се намират в активирано състояние, вследствие на анти-

генно праймиране по време на негативната селекция в тимуса, експресират във 

висока степен маркерите CD25, CTLA-4, CD45RO и CD5, с което наподобяват и 

паметов фенотип (Zhao et al., 2017). 

Tимусният механизъм за оформяне репортоара на nTregs е от съществено зна-

чение за разбиране на имунопатогенезата на РА. Негативната Т-клетъчна селекция 

в тимуса е основна част от централния толеранс и е „вододелна фаза” по отноше-

ние на бъдещото развитие на Т-лимфоцитите. Данни от проучванията на редица 

изследователски екипи неднозначно демонстрират, че Т-лимфоцитите, реагиращи 

твърде силно по време на антигенното праймиране, претърпяват клонална деле-

ция, прояваващите „средна” по сила активация биват насочени в диференциация 

към антиген-праймирани тимусни Tregs, а тези, които генерират слаб сигнал, ос-

тават в непраймирано състояние и напускат тимуса като наивни Т-лимфоцити 

(Maggi et al., 2005). Тимусните Тregs са механизъм за клонално спасяване на по-

тенциално автореактивни Т-лимфоцити и тяхната експлоатация в контекста на по-

ефективно запазване на имунологичната хомеостаза. Тяхната роля за поддържане 

на автотолеранса в периферията е съществена: тимусните Tregs, потенциално раз-

познаващи автоантигени с по-голям афинитет, реагират с продукция на имуносуп-

ресивни цитокини (TGF-β, IL-10, IL-35, adenosine, IDO, CTLA-4, PD-L1, TIGIT) и 

пролиферират при 10 до 100 пъти по-ниски нива на автоантигените, в сравнение с 

нивата, необходими за активацията на потенциално автореактивни наивни Т-хел-

перни лимфоцити (Passos et al., 2017). По този начин тимусните Tregs са изключи-

телно чувствителни към автоантигени, продуцирани в условията на възпалителни 

процеси и тъканна деструкция. Важността на този механизъм се потвърждава от 
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миши модели с делеция на тимусните CD4+CD25+FoxP3+ или при човешкия ана-

лог: имунодефицитно състояние, известно като IPEX (immune dysregulation, 

polyendocrinopathy, enteropathy X-linked). Дължи се на загуба на CD4+CD25+Tregs 

поради FOXP3 генна мутация и се характеризира с ранна изява на автоимунитет, 

диабет тип 1, полиендокринопатия и ентеропатия.  

Това, което е важно по отношение на ролята на Tregs и дотук описания меха-

низъм на имунопатогенезата на РА, е, че по време на тимусната селекция не се 

представят антигени, продукти на вторично модифициране, свързани с цитрули-

ниране и карбамилиране, което ограничава репертоара на тимусните Тreg и е 

своебразен „пропуск” в механизма на централен толеранс. Редица автори свързват 

тази особеност с носителството на „споделен епитоп” и с проявата на автоагресия 

към собствените цитрулинирани структури при РА. Освен изброените пропуски в 

репертоара на тимусните Тreg, съществуват и редица полиморфизми на гени, вли-

яещи върху процеса на формиране на „индуцирани” в периферията Tregs (iTregs). 

Описани са полиморфни варианти на CTLA-4, IL-2 и IL-10, повлияващи основните 

механизми на имуносупресия от Тregs, както и полиморфизми в гена за протеин-

тирозин фосфатаза PTPN2, свързани с понижен праг на активация на наивните Т-

хелперни лимофцити (Ciccacci et al., 2016). Това е довело до формирането на Tregs-

ориентирани терапевтични подходи при пациентите с РА. Важността на подобен 

тип подходи се доказва от наличните данни в литературата, демонстриращи кли-

ничната ефикасност на моноклоналния препарат Аbatacept, насочен срещу CTLA-

4, който води до изместване на равновесието между Tregs/Th17 в посока Tregs 

(Reichert et al., 2020).  

Нашето проучване по недвусмислен начин показва способността на разтвори-

мите фактори, съдържащи се в среди от АТ-МСК, да повлияват CD4+FoxP3+CD25+ 

регулаторните лимфоцити в насока увеличаване на техния процент в клетъчни 

култури на ПКМК от пациенти с РА. Резултатите, получени от екипа ни, издър-

жаха статистически строгата проверка, направена посредством метода на 

Benjamini-Hochberg. В подкрепа на „биологичната значимост” на нашите резул-

тати е „големината на ефекта”, отразяваща силата на промените в изследваната от 

нас популация, която беше определена като „по-голяма от типичната”. Получе-

ните от нас резултати бяха в съответствие с данните от експериментални проучва-

ния, изучаващи паракриното действие на среди от МСК върху ПКМК от здрави 
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донори (Ivanova-Todorova et al., 2012), ревматоиден артрит, лупус (Chen et al., 

2017) и също така и in vivo действие на МСК-утилизиращи подходи към пациен-

тите с РА (Gonzalez-Ray et al., 2007). Големината на ефекта би могла да послужи 

като важна отправна точка при съпоставяне на получените от нас резултати, опис-

ващи действието на АТ-МСК върху Tregs компартмента при пациентите с РА in 

vitro, с резултатите от други проучвания върху РА, а също и при други заболява-

ния, и да намери приложение като теоретична база на Tregs-ориентираните тера-

певтични стратегии.  

Увеличаването на процента на CD4+CD25+FoxP3+ Tregs в 3-дневните култури 

на ПКМК бихме могли да отдадем на следните възможни механизни: 1) активи-

ране и пролиферация на наличните в култивираните ПКМК Tregs; 2) конверсия на 

активираните ефекторни Т-лимфоцити, Тh17 или наивни Т-хелперни лимфоцити 

в CD25+ Tregs; 3) релативно увеличениe на процентното съдържание на Тregs по-

ради апоптична смърт на Т-хелперните лимфоцити; 4) увеличена експресия на 

FoxP3 като белег за ранна активация. Дискутирайки тези възможни механизми, е 

важно да отбележим факта, че CD4+CD25+FoxP3+ се характеризират с висок про-

лиферативен потенциал (Walker, 2004). Основни разтворими фактори, продуци-

рани от МСК с потенцииращ CD4+CD25+FoxP3+ Tregs потенциал и открити в на-

шите експериментални постановки, бяха sVEGF-A и PGE2 (табл. 8). 

sVEGF-A може да се охарактеризира като ендотелно-клетъчен митоген и на-

ред с ключовата му роля в процесите на ангиогенеза и неоваскуларизация за него 

са характерни и редица имуносупресивни свойства. Добре установено е, че 

sVEGF-A има инхибиторен ефект върху NFkB и NFAT сигналните пътища и свър-

зването на VEGF-А с VEGF-R2 може да индуцира пролиферация в пула на Tregs. 

Освен това взаимодействието на SVEGF-Aс Neuropilin-1, експресиран от Tregs до-

казано индуцира повърхностната експресия на инхибиторни молекули като PD-

L1, CTLA-4, TIM-3, LAG-3 и по този начин усилва имуносупресивния потенциал 

на Tregs (Voron et al., 2015). Наред с това добре известно е, че активирането пос-

редством PLCγ-калциневрин-NFAT пътя усилва имуносупресивния потенциал и 

пролиферативната способност на Tregs (Soker et al., 1998; Suzuki et al., 2009). Ако 

допуснем влияние на тези механизми в проведените от нас експериментални пос-

тановки, то бихме могли да тълкуваме установеното увеличение в секрецията на 
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TGF-β под влияние на среди от АТ-МСК като косвен маркер за увеличаване на 

имуносупресивния потенциал на Тregs в нашите култури.  

При нашето изследване PGE2 беше установен в повишени нива в кондицио-

нирана среда на АТ-МСК, като това съответства на наличните данни в литерату-

рата (Najar et al., 2010). PGE2 може директно да инхибира пролиферацията на Т-

хелперните лимфоцити чрез редукция на IL-2 и също така да намали нивата на 

TNF-α и IFN-γ (Kim and Hematt,i 2009). Съгласно резултатите на Kim SH и Tanaka, 

PGE2 директно стимулира пролиферацията на Tregs. PGE2 е също разтворим меди-

атор, чиято продукция се свързва с имуносупресивната функция на активираните 

CD25+Tregs (Whiteside and Jackson, 2013). Основните регулаторни ефекти на PGE2 

се реализират посредством свързване с ЕР2 и ЕР4 рецептори и опосредстваното от 

тях сигнализиране води до повишаване на производството на IL-10 и PGE2 (Kim 

and Hematti, 2009). От своя страна IL-10, секретиран под дейтвието на PGE2, може 

директно да индуцира диференциацията в посока към Treg или индиректно чрез 

модулация на антиген-представящите клетки. PGE2 може да действа и заедно с 

TGF-β и да предизвика директно препрограмирането на Th17 в Tregs (Maggini et 

al., 2010). Нашите изследвания показаха, че под действие на средите от АТ-МСК 

се установява сигнификантно по-висока секреция на PGE2 в културите на ПКМК, 

което може да бъде обяснено с амплификацията по механизма на положителната 

обратна връзка. Този механизъм на автокринна регулация по типа на положителна 

обратна връзка може да бъде потенциран допълнително и от секретирания от МСК 

IL-6 (Maggini et al., 2010). 

IL-6 води до продукция на PGE2 и възможността на средите от МСК да бло-

кират сигнално-трансдукционото действие на IL-6 посредством активиране на 

SOCS3 (Liu 2017) може да послужат като аргумент, че комбинирането на IL-6 с 

други разтворими медиатори променя самостоятелното му действие в посока по-

ляризация на наивните Т-хелперни лимфоцити към Tregs и да обясни наблюдава-

ното от нас изместване на Тh17/Tregs равновесие в посока Tregs.  

Наблюдаваните от нас бройни промени в компартмента на CD4+CD25+FoxP3+ 

също биха могли да се дължат до някаква степен и на разтворими медиатори, за 

които средите на АТ-МСК не бяха тествани от нашия екип, но по отношение на 

секрецията им има ясно установен консенсус. Добре описани са потенциращото 

действие върху Tregs на хемоксигенза, NO, HGF, Galectin-1, LIF, TSG-6, sHLA-G5, 
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както и механизмите на микровезикуларен транспорт (Nasef et al., 2008; Fainardi 

et al., 2010; Zhang et al., 2014). 

Заслужава да бъде разгледана и алтернативната възможност, отнасяща се до 

клетките, експресиращи FoxP3 под въздействие на фактор или фактори, секрети-

рани от МСК. Активирините Т-хелперни лимфоцити в началните фази на своята 

активация могат да увеличат експресията си на FoxP3, тоест наблюдавните от нас 

FoxP3+CD25+ лимфоцити биха могли всъщност да са активирани ефекторни 

клетки, а не същински Тregs. Това твърдение е в противоречие с увеличената сек-

реция на супресивните TGF-β, PGE2 и sVEGF-A, oт една страна, и намаления про-

цент Th17 с изместено Тh17/Tregs съотношение и кореспондиращо потистната 

секреция на Th17 асoциираните IL-17, IL-21 и TNF-α – от друга. Също така при 

нашето изследване флоуцитометричният подход беше свързан с определяне на 

Tregs на базата на висока експресия на FoxP3, докато транзиторно експресиращите 

FoxP3 ефекторни лимфоцити имат ниска експресия на FoxP3. Също така можем 

да се позовем и на добре описаните ефекти на АТ-МСК да индуцират iTregs в кле-

тъчни култури от здрави донори и при миши модели (Engela et al., 2012; Ivanova-

Todorova et al., 2012). Тези iTregs имат характерен профил на метилация в TSDR 

локуса на FoxP3, но наред с това проявяват ниска експресия на Helos и Nrp1 – мар-

кери, експресирани от nTregs. В нашата постановка нямаше как да разграничим 

nTregs от iTregs, за да диференцираме дали пролиферацията на наличните nTregs 

или конверсията в iTregs e преобладаващият процес в културите на ПКМК от па-

циенти с РА. 

6.7.2. Влияние на кондиционирани среди от АТ-МСК  

върху субпопулацията на CD4+CD25-FoxP3+ 

Някои автори предполагат асоциация на тази все още недобре изучена 

субпопулация на потенциално имуносупресивни лимфоцити с автоимунните 

заболявания (Ferreira et al., 2017). В тази връзка CD4+CD25-FoxP3+ бяха изб-

рани и като обект в нашето проучване на имуносупресивното действие на АТ-

МСК.  

Първите наблюдения, свидетелстващи за увеличен процент на популаци-

ята на CD4+CD25-FoxP3+ в периферна кръв, са направени при пациенти със 
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системен лупус (Zhang et al., 2008, Yang et al., 2009, Suen et al., 2009), а впос-

ледствие и при пациенти с множествена склероза (Franson et al., 2010) и РА 

(De Paz et al., 2012). В контекста на системния лупус, увеличеният брой 

CD4+CD25-FoxP3+ корелира с болестната активност (Koller, 2004), а съгласно 

друго проучване броят им корелира с титъра на антителата срещу двойнове-

рижна ДНК (Zhang et al., 2008). Въз основа на тези наблюдения в научната 

общност съществува становището, че CD4+CD25-FoxP3+ могат да са ангажи-

рани пряко в имунопатогенезата на заболяването. CD4+CD25-FoxP3+ клетките 

са с понижeна способност за имуносупресия при болни със СЛЕ според Walker 

и сътр. (Walker, 2009). При пациенти с РА de Paz и сътр. установяват значимо 

завишен брой на CD4+CD25-FoxP3+ клетъчната популация и наличие на нега-

тивна корелация с DAS-28 и други параметри на болестната активност (De Paz et 

al., 2012). Въпреки наличните наблюдения няма установен консенсус и катего-

рична яснота по отношение природата на CD4+CD25-FoxP3+, имуносупресивната 

им функция и тяхното взаимоотношение с „класическите“ CD4+CD25+FoxP3+. По-

ради противоречивите и оскъдни резултати, някои автори ги описват като 

„мистериозна“ популация.  

Сравняването на процента на CD4+CD25-FoxP3+ популацията в ПКМК, 

култивирани с кондиционирани среди на АТ-МСК спрямо тези, култивирани 

с контролни среди, показа по недвусмислен начин сигнифаканто повишение 

на процента на тази популация с ниска до липсваща експресия на CD25. В на-

шите експериментални постановки повишението на CD4+CD25-FoxP3+ коре-

лираше в голяма степен с увеличаването на “класическите” CD4+CD25+FoxP3+ 

Tregs. Голeмината на ефекта, наблюдван за CD4+CD25-FoxP3+, и коригираната 

сигнификантност “q value” бяха сходни с тези при промяната в „класическите” 

Тregs (фиг. 28). Въпреки недвусмисленото сходство в динамиката на пула от 

CD4+CD25-FoxP3+ с тази при CD4+CD25+FoxP3+ Tregs под паракринното вли-

яние на средите от АТ-МСК, получените от нас резултати продължават да но-

сят повече въпроси, отколкото отговори. Предложените в научната литература 

и отчасти разнопосочни концепции относно природата на CD4+CD25-FoxP3+ 

Tregs биха могли да бъдат систематизирани в следните твърдения:  

1. СD4+CD25low/-FoxP3+ Tregs са междинна клетъчна популация, транзи-

торно появяваща се при конверсията на CD25- наивни Т-хелперни лимфоцити 

в „класически” CD25 силно експресиращи Tregs. В контекста на тази хипотеза, 
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появата на повърхностна експресия на CD25 не е ранен маркер за Т-клетъчна 

активация, защото клетките не са праймирани с антиген и активирани съгласно 

трисигналния механизъм за Т-клетъчна активация. Това е късна изява на епи-

генетични промени, свързана с хипометилация на TSDR региона на FoxP3, ста-

билизиране на експресията на FoxP3 и придобиване на характерния за Tregs 

профил (Bianchini et al., 2011). 

2. CD4+CD25low/-FoxP3+ Tregs може да са пълноценни имуносупресивни 

Тregs, транзиторно понижили експресията си на CD25. Това може да е свър-

зазно с блокиране на mTORС сигналния път, необходимо условие за навлизане 

на Tregs в G1 фазата на дележния цикъл (Procaccini and Matarese, 2012). 

3. Загубата и намалената мембранна експресия на CD25 може да са свър-

зани с отделените металопротеинази, чието протеолитично действие по отно-

шение на „отрязване” на мембраноекспресираните CD25 e добре описано в ли-

тературата (Ding et al., 2009). 

4. CD4+CD25lowFoxP3+ Tregs може да са пълноценни имуносупресивни 

клетки и да са отделен субтип на Тregs, които да са независими от действието 

на IL-2 (Nakamura et al., 2007). 

5. CD4+CD25lowFoxP3+ Tregs са дисфункционални и не могат да осъщест-

вяват необходимата имуносупресивна функция, за да потиснат дисрегулира-

ния имунен отговор. Появата им е свързана с поява на автоимунни състояния 

(Horwitz, 2010).  

6. CD4+CD25lowFoxP3+ Tregs може да са краен етап от диференциацята на 

класическите Tregs (Ferreira et al., 2017). 

Внимание заслужава проучването на Ferreira et al., което е едно от малкото про-

учвания, предоставящи детайлна и систематична експериментална информация от-

носно природата на CD4+CD25-FoxP3+ в сравнителен план с класическите 

CD4+CD25+FoxP3+ (Ferreira et al., 2017). Авторите демонстрират, че CD4+CD25low/-

FoxP3+ имат същата степен на деметилация в ТSDR региона, като специфичната за 

произхождащите от тимуса CD4+CD25highFoxP3+ Tregs, както и същата експресия на 

транскрипционния фактор HELIOS. Следователно, CD4+CD25lowFoxP3+ не са тран-

зиторно експресиращи FoxP3 активирани Т-хелпери, а са същински регулаторни 

клетки, близки до профила на nTregs. Също така те установяват, че броят на 

CD25lowFoxP3+ силно корелира с този на CD25highFoxP3+ Tregs, наблюдение, близко 

до откритата от нас корелация между двете клетъчни субпопулации. Най-силно 
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броят на CD25lowFoxP3+, според Ferreira и сътрудници, корелира с делящите се Ki-

67+ CD4+CD25highFoxP3+ Tregs. Освен това процентът на CD45RA- и PD-1+ попула-

циите e по-висок в компартмента на CD4+CD25lowFoxP3+ спрямо CD25highFoxP3+ 

Tregs. На базата на това те изказват съждението, че CD4+CD25lowFoxP3+ биха могли 

да са краен етап в диференциацията на CD25highFoxP3+nTregs. По отношение на тях-

ната имуносупресивна функция CD4+CD25lowFoxP3+ секретират сигнификантно по-

вече IFN-γ и имат по-ниска експресия на FoxP3+, CTLA-4 и ТIGIT спрямо класичес-

ките CD25highFoxP3+ Tregs. Ако екстраполираме откритата от Ferreira и сътрудници 

взаимовръзка между пролифериращите CD25highFoxP3+ Tregs и експанзията на 

CD4+CD25lowFoxP3+, то бихме могли да обясним донякъде получените от нас 

наблюдения за силна корелация в процентното увеличаване на двете клетъчни 

популаци с установените разтворими фактори в среди от АТ-МСК с доказа-

ното пролиферативно въздействие върху Тregs. Тоест към процеса на индуци-

ране на iTregs може да прибавим и пролиферацията на наличните в средите 

nTregs и iTregs, стимулирани от АТ-МСК. 

В заключение, на базата на увеличения брой Т-регулаторни популации и 

характерните им цитокини, редукцията на Тh17 и Тeff и техните характерни 

цитокини под влияние на среди от МСК, както и липсата на увеличаване на 

процеса на апоптозата за Т-хелперните клетки,  можем да изкажем твърдени-

ето, че под взаимно допълващото се действие на разтворимите медиатори, на-

лични в средите от МСК, се осъществява пълноценен процес на „инфекциозен 

толеранс”, при който проинфламаторен Т-хелперен фенотип се „замества” с 

толерогенен такъв, без да настъпва ексцесивна апоптотична смърт. Това е в 

подкрепа на препрограмирането на взаимно свързаната мрежа от имунокомпе-

тентни клетки на базата на пластичност между функционално антагонистично 

поляризираните Тh17 и Тreg лимфоцитни субпопулации.   

6.8. Ефект на секреторни фактори от AT-МСК  

върху експресията на HLA-DR върху моноцитни  

клетки при пациенти с РА  

Освен директното инхибиторно действие на редица от открититe от други 

автори, както и описани от нашия колектив (Rozenberg et al., 2016; Vasilev et al., 

2019,) секреторни фактори, МСК могат да осъществяват инхибиторен ефект 

върху Т-хелперните лимфоцити и по индиректен начин, модулирайки функцията 
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на клетките от миелоидния ред. Такива са клетките със способност за фагоцитоза 

и антигенно представяне като кръвните моноцитни клетки, поляризираните мак-

рофаги и дендритните клетки. Поради тази причина изследването на бройните и 

функционалните промени, настъпващи в пула на Тh17 и Tregs, беше обвързано и 

с мониториране на основни параметри на миелоидните клетки, ангажирани в ме-

ханизма на антигенно представяне, а именно експресията на HLA-DR и костиму-

латорния комплекс B7, формиран от CD80 и CD86. Някои опити за класификация 

на разтворимите фактори, продуцирани от АТ-МСК, са довели до условното им 

разделяне на разтворими медиатори, влиящи директно върху ефекторните Т-

лимфоцити, каквито са IDO, NO, sPD-L1, Galectin-1, TGF-β, и такива, действащи 

в посока индуциране на моноцити/макрофаги с толерогенен фенотип: IL-6, PGE2, 

HGF, IL1-RA. 

Моноцитните клетки играят важна роля в имунопатогенезата на РА, слу-

жейки като източник на зрели АПК. В присъствие на проинфламаторни цито-

кини те се диференцират в зрели дендритни клетки (ДК), в М1 поляризирани мак-

рофаги (често определяни като възпалителни), характеризиращи се с висока сте-

пен на експресия на HLA-DR, както и в остеокласти, играещи основна роля в 

костното ремоделиране (Jakubzick et al., 2017). Зрелите ДК се считат за главните 

двигатели на диференциацията и поляризацията на CD4+ Т-хелперните субпопу-

лации, но наред с това са натрупани доказателства, че моноцитите/макрофагите, 

съставлявайки най-разпространения клетъчен тип в ревматоидния синовиум, 

също могат да играят централна роля в този процес. 

МСК от различни източници доказано могат да насочват поляризацията на 

моноцитите и макрофагите в посока регулаторен, толерогенен фенотип и също 

така директно да инхибират диференциацията в макрофаги тип 1 и зрели денд-

ритни клетки (Deng et al., 2016, Zheng et al., 2018). Такъв ефект на поляризация, 

съгласно литераратурата, може да бъде отдаден на продуцираните от МСК IL-6, 

HGF и IL-1 рецепторен антагонист (Luz-Crawford et al., 2015). Поляризираните 

миелоидни клетки в посока толерогенни макрофаги се характеризират с висока 

продукция на IL-10 и намалени нива на експресия на IL-12p70, TNF-α и IL-17. 

Толерогенните макрофаги могат да потискат Т-клетъчната активация и пролифе-

рация, независмо от генерирането на FoxP3+ Tregs (Ko et al., 2015). Супернатан-

тите от М2 поляризирани моноцити/макрофаги от своя стана могат да индуцират 
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генерирането нa iТregs от наивни T-хелперни лимфоцити (Schmidt et al., 2016), 

като процесът е зависим от продуцираните от моноцитите TGF-β и CCL18 (Chang 

et al., 2010, Мelief et al., 2013). В нашите опитни постановки под влияние на среди 

от АТ-МСК беше регистрирано увеличение в нивата на TGF-β, корелиращо най-

силно с увеличените Tregs. Един от източниците на TGF-β би могъл да бъде и 

миелоидният кръвен ред. 

Получените експериментални данни демонстрираха сигнификантно пони-

жение както в броя, така и в плътността (mean fluorescent intensity, MFI), на експ-

ресия на HLA-DR върху кръвни моницитни клетки, настъпващо под действие на 

разтворимите фактори, налични в нашите среди от АТ-МСК. Големината на 

ефекта на промяната в експресията на HLA-DR беше много по-изразена от ти-

пичната, съгласно изработена от Cohen, номенклатура. В този смисъл намалява-

нето на експресията на HLA-DR беше един от най-силно повлияните параметри 

от всички наблюдавани промени в нашата експериментална постановка. Намале-

нието на експресията на HLA-DR както като процент експресиращи клетки, така 

и като плътност на ниво отделна клетка под действие на АТ-МСК, е добре опи-

сано и установено явление (Ivanova-Todorova et al., 2009). В нашите опитни пос-

тановки експресията на HLA-DR беше изследвана върху кръвни моноцити. Оби-

чайно, човешките кръвни моноцити са „лоши“ антиген-представящи клетки, въп-

реки че те експресират HLA клас II антигени, костимулираторен комплекс В7 и 

различни молекули от интегриновото семейство. При провъзпалителни състоя-

ния те увеличават експресията на повърхностните си маркери, както и производ-

ството на цитокини и в съответствие с установения трисигнален модел на Т-кле-

тъчно активиране, също могат да активират и поляризират Т-клетките (Corthay, 

2006). От тази гледна точка ние считаме, че описаните ефекти на средите от МСК 

върху повърхностната експресия на HLA-DR от кръвните моноцити на пациенти 

с РА са изключително важни и съставляват значим и желан аспект в множеството 

от имуносупресивни ефекти и механизми, трасиращи пътя към терапевтичното 

приложение на МСК-базираните подходи. 

Основните цитокини, установени във висока концентрация в средите от 

МСК, за които по литературни данни има добре описан механизъм, обясняващ 

намаляването на HLA-DR, е изолираното и/или синергично действие на IL-6, 
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PGE2 и sVEGF-A (Xing et al., 1998; Maggini et al., 2010). Те бяха намерени от на-

шия екип в относително висока концентрация. 

Съгласно трисигналния модел на Т-клетъчната активация, за активирането 

и впоследствие поляризирането на Т-лимфоцитите са необходими следните ед-

новременно действащи условия: първият сигнал е разпознаване на антигена в 

контекста на HLA молекулата, вторият сигнал се състои от костимулаторни вза-

имодействия (B7/CD28) от молекули на повърхността на АПК и Т-лимфоцитите, 

а третият сигнал е подходящата цитокинова среда. Пречупването на автотоле-

ранса, активацията и диференциацията на автореактивните Т-лимфоцити при ав-

тоимунните заболявания също се осъществява съгласно принципа на трисигнал-

ния модел. Намалението или липсата на един от трите сигнала не може да се ком-

пенсира посредством увеличаване на другите сигнали и най-често води до инду-

циране на клонална анергия, апоптоза, неглижиране (Khatami, 2011) или индуци-

ране на Т-клетки с регулаторен фенотип (Khatami, 2011). По този начин се пре-

късва активацията на потенциално автореактивните Т-хелперни лимфоцити. При 

РА е налице връзка между антигенното представяне на цитрулинирани собствени 

протеини от носителите на “споделен епитоп” с пречупването на толеранса към 

собствени антигени, което допълнително акцентира върху необходимостта от по-

тискането на този основен сигнал. 

Ако до този момент антигенното представане беше разглеждано в контекста 

на три-сигналния модел за активация на наивните Т-лимфоцити, то експресията 

на HLA молекули осигурява важен стимул, който наред с цитокиновата среда 

стимулира фазата на експанзия и клонална пролиферация на активираните Т-хел-

пери, а също е и „тоничен” сигнал за навлезлите в компартмента на паметовите 

клетки Т-лимфоцити. Следователно модулирането на екпресията на HLA моле-

кули е способ за индуциране на фазата на ограничаване на пролифериращите 

ефектори, а също и начин за контрол върху паметовите Т-лимфоцити посредст-

вом потискане на антигенното дразнене. Имунната памет, насочена към нетоле-

рогенно разпознаване на собствени антигени, е сочена от някои изследователи за 

една от основните пречките пред „ерадикацията” на автоимунната дисрегулация 

при РА. Това би могло да бъде разглеждано като допълнителен важен аспект за 

потенциалното терапевтично приложение на АТ-МСК-базирани подходи.  
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6.9. Влияние върху експресията на B7 комплекса 

(CD80/CD86) 

Съгласно основните постулати на трисигналния модел на клетъчна активация 

активацията на наивните Т-хелперни лимфоцити изисква представянето на анти-

гени в контекста на MHC молекулите да бъде придружено от допълнителен втори 

сигнал. Този втори сигнал е базиран на контактно-клетъчно взаимодействие 

между костимулаторни молекули, експресирани от антиген-представящите 

клетки и съответните им партньори върху Т-хелперните лимфоцити. Примери за 

костимулаторни молекули са B7 (CD80/CD86), CD40, CD70, OX40L и др. С най-

голяма важност е експресията на B7, който се разпознава от CD28 или CTLA-4, 

експресирани върху повърхността на наивни Т-хелперни лимфоцити. Действието 

на CTLA-4 e в посока потискане на активацията на Т-хелперни лимфоцити, като 

същият ефект е описан и при свързването на CD28 в отсъствието на антигенна сти-

мулация през T-клетъчния рецептор (ТКР). Ролята на B7/CD28 взаимодействието 

води до провеждане на положителен активационен сигнал само в присъствието на 

антигенна стимулация. Сигнално-трансдукционите пътища на ТКР са обвързани с 

тези на CD28 и се сливат в общ сигнален път, обозначаван като сигналозома 

SLP76/VAV1/ITK (Hünig, Beyersdorf and Kerkau, 2015), като ролята на активацията 

на CD28 е да усилва сигнала, получен чрез стимулацията през TКР (Hünig, 

Beyersdorf and Kerkau, 2015).  

Част от механизмите, посредством които МСК осъществяват своя иму-

носупресивен ефект върху имунния отговор, е чрез манипулиране и потискане на 

експресията на B7 комплекса върху миелоидни клетки, процес, водещ до генери-

рането на толерогенни дендритни клетки и М2 поляризирани макрофаги, процес 

неизменно свързан с индуцирането на инфекциозен толеранс. Потискането на B7 

върху миелоидни клетки от здрави хора e описано от редица авторски колективи 

(Zhao et al., 2011), а също и в предишни проучвания на нашия колектив при изу-

чаване на влиянието на АТ-МСК върху дендритни клетки от здрави доброволци 

(Ivanova-Todorova et al,. 2009). Поради важността на този механизъм в нашите 

опитни постановки проследихме и промяната на експресията на B7 комплекса 

под действието на кондиционираните среди на АТ-МСК. Необходимо уточне-

ние, целящо да разграничи нашите резултати от проучванията на други авторски 
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колективи, е, че експресията на B7 беше изследвана върху кръвни моноцитни 

клетки от пациенти с РА в условията на тридневно култивиране. При направената 

справка в литературата не бяха открити проучвания на други колективи, използ-

ващи същата опитна постановка. Нашите резултати не показаха наличие на ста-

тистически сигнификантни разлики в промяната както на процента моноцитни 

клетки, експресиращи B7, така и в средната гъстота на експресия на B7 на еди-

нично клетъчно ниво. Няколко хипотези могат да бъдат предложени с цел да 

обясним разликите между нашите наблюдения върху пациенти с РА и описаното 

в литературата действие на средите от АТ-МСК върху експресията на B7 при 

здрави индивиди. Една от хипотезите е липсата на ефект да бъде отдадена на 

действието на приложената терапия – ниска доза кортикостероид в комбинация 

с метотрексат, данни за подобно влияние не бяха открити при направената 

справка в литературата. Друго обяснение е наблюдаваният ефект да се дължи на 

природата на генетично детерминираните и епигенетично придобитите дисрегу-

лации, които са характерни за патогенезата на РА. Данни в посока на тази хипо-

теза също не бяха открити при направената от нас справка в литературата. Тоест 

можем да допуснем, че може в хода на нашата експериментална дейност сме се 

срещнали с характерна за РА дисрегулация, останала неидентифицирана до този 

момент и засягаща провеждането на важен за Т-клетъчната активация допълни-

телен костимулаторен сигнал. От друга гледна точка, при наблюдаването на ста-

тистически несигнификантен резултат при ниво на значимост α = 5% в съобра-

жение трябва да се вземе и статическата сила на използвания за проверка на хи-

потезите статистически тест, която в нашата експериментална постановка беше 

ниска (1-β < 40%). Това означава, че полученият резултат, въпреки че няма сиг-

нификантна разлика, не може да бъде приет като правилен с необходимото ниво 

на доверителна сигурност. Единственият механизъм за преодоляване на това ог-

раничение на изследването е увеличаване броя на експерименталните поста-

новки, с цел увеличаване на доверителната сигурност на твърдението, че култи-

вирането ПКМК от пациенти с РА не води до промяна в експресията на B7.  
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6.10. Влияние върху CD14+ моноцитни клетки  

при култивиране с кондиционирани среди  

от АТ-МСК при пациенти с РА 

Споменато беше, че циркулиращите кръвни моноцити представляват зна-

чителен системен резервоар от миелоидни прекурсорни клетки, имащи спо-

собността да се диференцират в тъканни макрофаги, дендритни клетки и осте-

окласти. Процесът на диференциация е съпроводен от редица фенотипни из-

менения, като например намаление на повърхностната моноцитна експресия 

на CD14 (Jakubzick et al., 2017). В нашите опитни постановки открихме, че в 

културите на ПКМК, култивирани със среди от АТ-МСК, процентът на CD14 

експресиращите моноцити, както и плътността на експресия са сигнификантно 

по-високи спрямо ПКМК, култивирани с контролни среди при пациентите с 

РА. Възможно обяснение за по-високия процент моноцити, експресиращи 

маркера CD14, e матурационен стоп в процеса на диференциация, настъпващ 

под действие на разтворимите фактори, налични в средите от МСК. Ако при-

ложим широкоприетия принцип, че толерогенните и имуногенните АПК са съ-

ответно две функционални състояния, зависещи от степента на зрялост и ди-

ференциация, то тогава по промяната на фенотипните им маркери нашите 

“бивши” кръвни моноцити недвусмислено наподобяват по-малко зрели та-

кива. Това твърдение добре кореспондира и е в съответствие с натрупаните 

данни в литературата, подкрепящи способността на МСК да индуцират толе-

рогенни миелоидни клетки (Ivanova-Todorova et al., 2009; Vacca et al., 2015). 

Ролята на толерогенните миелоидни клетки по отношение на терапевтичния 

ефект при РА, можем да търсим в осъществяваната от тях продукция на иму-

норегулаторни цитокини – например IL-10, чрез който могат да променят и да 

насочат Т-клетъчната диференциация в посока Т-лимфоцити с имунорегула-

торен фенотип, като Tregs и Тr1 (Adorini, 2004). При ПКМК единствен източ-

ник на sVEGF-А са миелоидните клетки. Установените и в нашите опитни пос-

тановки сигнификантно по-високи нива на sVEGF-А под влияние на фактори, 

секретирани от АТ-МСК, биха могли да се тълкуват в подкрепа на индукцията 

на толерогенни миелоидни клетки. Описани са няколко механизъма: sVEGF-

A може да потиска транскрипцията на NFkβ, което води до потискане на ма-

турацията и намаляване способността за антигенно представяне (Voron et al., 
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2015); sVEGF-A води до продукция на IDO, разтворим фактор с доказано иму-

носупресивно действие (Harmey and Bouchier-Hayes, 2002). Обобщено, разтво-

римите фактори в средите от АТ-МСК стимулират продукцията на sVEGF-A, 

а автокринното и паракринното му действие върху моноцитите в комбинация 

с IL-6 и PGE2 (Maggini et al., 2010) формира един от механизмите, обясняващи 

наблюдаваните промени във фенотипните маркери.  

6.11. Влияние на средата от АТ-МСК върху цитокиновата 

секреция от имунокомпетентни клетки, изолирани от 

пациенти с ревматоиден артрит  

Паралелно с промените в процентното съдържание на изследваните Т-хел-

перни субпопулации и моноцитни клетки под действие на кондиционираните 

среди от АТ-МСК, ние изследвахме и разликата в концентрацията на имуносупре-

сивните TGF-β, IL-10 и следните проинфламаторни цитокини – TNF-α, IL-6, IL-

17A, IL-21 и IL-23.  

В концептуален план това беше направено, за да свържем фенотипните про-

мени, базирани на флоуцитометричното изследване, с функционалните, свързани 

с промяна в цитокиновата секреция. Корелационните зависимости между фено-

типните промени и тези в цитокиновата секреция изследвахме посредством йерар-

хичен клъстерен анализ с мярка за сходство с корелациония коефицент на 

Spearman. За изследване на корелационите зависимости между промените в цито-

киновите нива беше приложен факторен анализ. Силата на корелационната зави-

симост между изследваните променливи беше приложена съобразно критериите, 

формулрани от Bradford Hill (Bradforf Hill Criteria) за изследване на причино-след-

ствената връзка между дадени параметри (Fedak et al., 2015). 

6.11.1. Въздействие на разтворимите медиатори, секретирани  

от АТ-МСК, върху секрецията на TGF-β 

TGF-β може да бъде определен като ключов цитокин с двойнствено вли-

яние върху равновесието между Тh17/Tregs. Наличието на сигнификантна раз-

лика в нивата на TGF-β в клетъчните култури на ПКМК, култивирани с конди-

ционирани среди от АТ-МСК спрямо контролните среди, е важна отправна 
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точка при интерпретацията на изместването на Th17/Tregs в посока потенци-

ране на Tregs и намаляване процента на Тeff. Демонстрирано беше сигнифи-

кантно увеличение в нивата на TGF-β, провокирано от паракринното действие 

на средите от АТ-МСК. Големината на ефекта на описаната промяна беше по-

голяма от типичната. Повишението, настъпващо в нивата на TGF-β, показа 

силна корелация с повишението на sVEGF-А и PGE2 и отрицателна с повише-

нието на TNF-α и IL-17 според факторния анализ и теста на Spearman (фиг. 29). 

Освен това, проведеният клъстерен анализ на изследваните цитокини и флоу-

циметричнo определените променливи демонстрира, че увеличението в нивата 

на TGF-β корелира положително в най-голяма степен с понижението на про-

цента на Teff и увеличението на FoxP3 положителните Tregs, поради което те 

бяха обединени в един клъстер. Ако приложим първия принцип от критериите 

на Bradford Hill, то въз основа на най-силната корелационна зависимост можем 

да заключим, че промяната в увеличението на нивата на ТGF-β е причинно-

следствена и е най-тясно свъзрана с намаляване на броя на Teff и увеличаване 

на Тregs (Schunemann et al., 2010). Вземайки предвид силното анти-пролифе-

ративно действие на TGF-β, осъществяващо се посредством блокиране на цик-

лин-зависимите кинази C-myc, cyclin D2, CDK2 и cyclin E (Hannon and Beach, 

1994), то нашите резултатите са в съответствие с добре описания механизъм 

на аферентно действие на TGF-β върху Teff. Разгадаването на причинно-след-

ствената връзка между промените в TGF-β и Тregs e далеч по-сложно, защото 

Tregs са едни от основните източници на този растежен фактор, но също така 

TGF-β е необходим за генериране на iTregs, тоест TGF-β e един от основните 

разтворими медиатори в процеса на инфекциозен толеранс. Oсвен това TGF-β 

медиираната фаза на свиване на активираните ефектори влияе и върху налич-

ността на IL-2. В този смисъл липсатa на изследване на нивата на IL-2 e едно 

от ограниченията на настоящия дисертационен труд. ТGF-β1 и IL-2 са двата 

цитокина, необходими за генерирането на iTregs, които действат чрез взаимна 

координация. TGF-β може да индуцира транскрипцията на FoxP3, посредством 

взаимодействие с транскрипционните фактори STAT3 и NFAT (Josefowicz and 

Rudensky, 2009), които се свързват към CNS1 енхансър и стимулират FoxP3 

индукцията (Tone et al., 2008). TGF-β може да ограничи привличането на ДНК 

метилтрансфераза I във FoxP3 локуса – ензим, който потиска индукцията на 

FoxP3 при ТКР стимулация (Josefowicz et al., 2009). Също така iTregs са силно 
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зависими от TGF-β за разлика от nTregs и намаляват експресията си на FoxP3 

при отсъствието му и обратно, могат да възстановят супресивната си актив-

ност при рестимулация в негово присъствие (Floess et al., 2007). Освен участи-

ето на TGFβ в образуването и поддържането на iTregs, този цитокин заема 

важно мястото в регулацията и контрола между iTregs и Th17 клетките. Осно-

вен момент, който определя насоката на Т-клетката по посока iTreg или Th17, 

е съотношението TGFβ/IL-6 (Bettelli et al., 2006). В отсъствие на IL-6, TGF-β 

едновременно индуцира синтеза както на FoxP3, така и на RORγt (основния 

фактор, определящ Th17 субпопулация), като FoxP3 директно взаимодейства 

с RORγt и потиска процеса на конверсия на наивните Т-клетки в Th17. В присъс-

твието на IL-6 този механизъм не се осъществява и RORγt реализира трансфор-

мацията по посока Th17 (Xu et al., 2007). Блокирането на IL-6 сигналния път 

посредством активиране на SOCS3 под действието на разтворимите фактори, 

секретирани от АТ-МСК, може да обясни наблюдаваното изместване по по-

сока Тregs. От казаното до тук интерес представлява влиянието на секретира-

ния TGF-β, образуван под действие на средите от АТ-МСК, върху Teff лимфо-

цити. Ясни данни в тази посока демонстрират Ayoub et al., които показват, че 

блокирането на TGF-β посредством моноклонално антитяло прекъсва способ-

ността на МСК от човешки костен мозък да инхибират пролиферацията на чо-

вешки CD4+ и CD8+ лимфоцити (Аyoub and Yang, 1996). Тоест, нашите данни 

са в съгласие с описаните в литературата (Di Nicola et al., 2002), което ни поз-

волява да спекулираме, че AT-МСК ефектът върху Teff при клетки от паци-

енти с РА e индиректен и в голяма степен TGF-β медииран. Обобщавайки по-

лучените резултати, може да заключим, че в нашата експериментална поста-

новка ясно се откроява имуносупресивният ефект на TGF-β, като секрецията 

му може да бъде индиректен паракринен механизъм от страна на АТ-МСК, 

свързан с увеличаване на имуносупресивния потенциал на клетъчните попу-

лации „първоизточници” на TGF-β. Tакива могат да бъдат Тregs, TGF-β+Th3, 

както и толерогенни моноцитни клетки. 

6.11.2. Ефекти на АТ-МСК върху продукцията на IL-10 

По отношение на IL-10 при всички 17 опитни постановки ние не наб-

людвахме сигнификантна разлика в нивата на този цитокин. Когато от анализа 
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изключихме опитните постановки с клетки от пациенти, които бяха опреде-

лени като болни с неадекватен терапевтичен отговор, открихме сигнификан-

тнo увеличение в концентрацията на IL-10. Важно ограничение при обсъжда-

нето на подобен тип резултати е относително малкият брой експериментални 

постановки. При ниво на значимост α = 5%, измерената от нас стандартна раз-

лика в нивата на IL-10 е с ниска статистическа сила при проверка на хипоте-

зите (β = 60%). Това означава, че полученият резултат, въпреки че няма сигни-

фикантна разлика, не може да бъде приет като правилен, с необходимото ниво 

на доверителна сигурност (β < 20%). Единственият механизъм за преодоляване 

на това ограничение на изследването е увеличаване броя на експериментал-

ните постановки.  

6.11.3. Влияние на секреторни медиатори, секретирани от АТ-МСК, 

върху нивата на TNF-α, IL-6, IL-17A, IL-21 

За да изследваме ефекта на разтворимите фактори, продуцирани от АТ-

МСК върху Т-хелперния компартмент и в частност Тh17 хелперните лимфо-

цити, наблюдаваните фенотипни промени в клетъчния пул и повишението в 

нивата на TGF-β бяха анализирани във връзка с промените в основните проин-

фламаторни цитокини. При подбора на цитокините, които да изследваме, се 

спряхме на проинфламаторни цитокини с ключово значение в етиопатогене-

зата на РА, като TNF-α, IL-6, IL-17A, IL-21 и IL-23. Характерно за всички тези 

цитокини е завишеното им серумно ниво при пациенти с РА в сравнение със 

здравите контроли (Noack and Miossec, 2017). IL-17A, IL-21, TNF-α и IL-6 са 

основните цитокини, продуцирани от Тh17 хелперните лимфоцити (Brockmann 

et al., 2017). IL-6 в кобинация с TGF-β се смята за ключов цитокин, необходим 

за насочване на диференциацията на наивните Т-хелпери в посока Тh17 (Zhou 

et al. 2013), а IL-23 e важен за стабилизиране на Th17 (Jain et al., 2016). Наред 

с това доказтелство, демонстриращо важността на TNF-α, IL-6 и IL-17 по от-

ношение на болестния процес при РА, е терапевтичната ефикасност и способ-

ността за индуциране на ремисия при приложение на новонавлезлите биоло-

гични средства, блокиращи поединично ТNF-α, IL-6 и IL-17A, както и тези 

блокиращи селективно и неселективно JAK/STAT системата. 
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Блокирането на други цитокинови пътища не води до същия терапевтичен 

ефект, поради което TNF-α, IL-6 и IL-17 са определени от редица автори като 

„чувствителни точки” („vulnerable nodes”) по отношение повлияването на бо-

лестната активност при РА (Schett et al., 2013). Въз основа на тези факти под-

борът на основния проинфламаторен панел цитокини беше ориентиран към 

изследване на промените в TNF-α, IL-6, IL-17A, IL-21 и IL-23. 

Нашите резултатите показаха сигнификантно понижение в нивата на ТNF-

α, IL-17 и IL-21 в културите на ПКМК под действие на разтворимите фактори, 

налични в кондиционираните среди от АТ-МСК. По отношение на големината 

на наблюдавания ефект, намалението в нивата на TNF-α и IL-17 беше определено 

като много по-голямо от типичното, а понижението на IL-21 беше по-голямо от 

типичното. От проведения тест за корелационни зависимости по метода на 

Spearman беше открита силна положителна корелация на TNF-α с IL-17 и с IL-21 

и отрицателна корелационна зависимост на TNF-α с TGF-β. Oт проведения фак-

торен анализ, еквидистантните линии на IL-17 и IL-21 бяха с приблизително ед-

наква дължина и ориентация върху корелациония плот, което е визуализиращ ме-

тод, представящ силната положителна корелация между тях.  

IL-6 беше открит в средите на АТ-МСК в относително високи нива, по-

ради което влиянието на разтворимите фактори от АТ-МСК върху продукци-

ята на IL-6 в нашите опитни постановки не би могло да се оцени директно 

посредством имуноензимен метод. Получените от нас резултати за понижа-

ване на TNF-α, IL-17 и IL-21 под действие на АТ-МСК съвпадат с наблюдени-

ята на други изследователи (Zhou et al., 2011; Liu et al., 2014; Baharlou et al., 

2017). Основните източници на IL-17 и IL-21 в нашите опитни постановки мо-

гат да бъдат предимно диференцираните Th17 лимфоцити, докато TNF-α може 

да бъде секретиран от широк кръг имунни клетки: Th1 и Тh17 от лимфоцитния 

компартмент, както и от миелоидни клетки. Понижението на Тh17-асоциира-

ните IL-17 и IL-21 заедно с намаляването на процента Th17 под действието на 

АТ-МСК е доказателство в подкрепа на тезата, че АТ-МСК водят и до функ-

ционално потискане на Тh17. Oт гледна точка на евентуално терапевтично 

внедряване на подходи, базирани на МСК, потискането на функционалната ак-
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тивност на Тh17 и конкретно на секретираните от тях IL-17 и IL-21 e oт същес-

твено значение. IL-17 e основен стимулатор на пролиферацията на синовиални 

фибробластни клетки и усилва неутрофилната инфилтрация в синовиума (Van 

Hamburg et al., 2010). IL-17 също повлиява и костната резорбция чрез увели-

чаване на експресията на RANKL на повърхността на остеокастите (Kotake et 

al., 1999). Нивата му корелират със ставното засягане и болестнaта активност 

(Li et al., 2005). B-лимфоцитите имат висока степен на експресия на рецептора 

за IL-17 и комбинацията на IL-17 с IL-21 има силно активиращо действие 

върху тях. Според редица автори това е механизъм, участващ в пречупването 

на B-клетъчния толеранс и подпомагащ продукцията на автоантитела (Bai et 

al., 2008; Hsu et al., 2008). Синергизмът между IL-17 и TNF-α води до потен-

циране на действието на IL-17 по отношение деструктивното му въздействие. 

Също така IL-21 има добре описано въздействие върху стимулирането на сек-

рецията на ТNF-α както от синовиални, така и от хелперни лимфоцити от пе-

риферна кръв. Този механизъм може да обясни откритата от нас силна корела-

ция между нивата на TNF-α и IL-21. IL-21 също има установено остеокласто-

генно действие (Kwok et al., 2012) и може да индуцира отделянето на металоп-

ротеинази 1 и 3 (Lebre et al., 2016). Всичко, описано до тук, демонстрира спо-

собността на AT-МСК да потискат едновременно секрецията на TNF-α, IL-17 

и IL-21 от имунни клетки, добити от периферна кръв. Потискането на TNF-α при 

РА вече е общоприета терапевтична стратегия с висока ефикасност и безопас-

ност, но въпреки това около една трета от пациентите остават рефрактерни на 

този вид лечение. Значението на IL-17A, IL-21 и тяхната основна роля в патоге-

незата на ставното увреждане при РА повдига въпроса дали МСК-базираните 

стратегии, посредством влиянието им върху Тh17 и Th17-асоциираните IL-17 и 

IL-21, биха могли да бъдат допълнителна терапевтична възможност. 

6.11.4. Влияние на секреторни медиатори, секретирани от АТ-МСК, 

върху нивата на sVEGF-A и PGE2   

Нашите изследвания показаха, че под действие на средите от АТ-МСК се 

установява сигнификантно по-висока секреция на PGE2 в културите на ПКМК, 

което може да бъде обяснено с амплификацията по механизма на положител-
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ната обратна връзка. Този механизъм на автокринна регулация по типа на по-

ложителна обратна връзка може да бъде потенциран допълнително и от секре-

тирания от МСК IL-6 (Maggini et al., 2010). IL-6, води до продукция на PGE2 и 

възможността на средите от МСК да блокират сигнално-трансдукционното 

действие на IL-6 посредством активиране на SOCS3 (Liu, 2017). Действието на 

PGE2 е описано подробно в точка 6.6.2. Влияние на кондиционирани среди от 

АТ-МСК върху субпопулацията на CD4+CD25-FoxP3+. 

sVEGF-A може да се охарактеризира като ендотелноклетъчен митоген и 

наред с ключовата му роля в процесите на ангиогенеза и неоваскуларизация за 

него са характерни и редица имуносупресивни свойства. При ПКМК единст-

вен източник на sVEGF-А са миелоидните клетки и в нашите опитни поста-

новки установихме сигнификантно по-високи нива на sVEGF-А под влияние 

на фактори, секретирани от АТ-МСК, които биха могли да се тълкуват в под-

крепа на индукцията на толерогенни миелоидни клетки. Действието на 

sVEGF-A и PGE2 са описани подробно в точка 6.6.2. Влияние на кондициони-

рани среди от АТ-МСК върху субпопулацията на CD4+CD25-FoxP3+. Действи-

ето на sVEGF-A е описано подробно в точка 6.6.2. Влияние на кондициони-

рани среди от АТ-МСК върху субпопулацията на CD4+CD25-FoxP3+. 

6.11.5. Влияние на секреторни медиатори, секретирани от АТ-МСК 

върху нивата на IFN-γ, IL-4, IL-23 и IDO 

Измерените от нас нива на секреторен IFN-γ, IL-4, IL-23 и IDO в културите 

на ПКМК от всички 17 опитни постановки бяха под минималния откриваем праг 

на използваните търговски китове, поради което не можахме да отчетем влияни-

ето на разтворимите фактори, съдържащи се в средите на АТ-МСК върху про-

дукцията на IFN-γ, IL-4, IL-23 и IDO от мононуклеарните клетки, съдържащите 

се в културите от ПКМК посредством имуноензимен метод. 

6.11.6. Влияние на секреторни медиатори, секретирани от АТ-МСК, 

върху нивата на CCL2 

CCL2 беше открит в средите на АТ-МСК в относително високи нива, по-

ради което влиянието на разтворимите фактори от АТ-МСК върху продукци-

ята на CCL2 в нашите опитни постановки не би могло да се оцени директно 

посредством имуноензимен метод. 
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6.12. Мултивариантни методи за анализ 

За да оценим цялостния биологичен ефект на разтворимите фактори сек-

ретирани от АТ-МСК върху цитокиновата секреция на ПКМК при РА паци-

енти с умерана и висока активност, приложихме и многофакторни методи за 

анализ на данните. Параметричният тест на Hotteling, сравняващ дали групата 

показатели, касаещи действието на контролната среда, и групата показатели, 

касаещи средата от АТ-МСК, беше сигнификантен. Използваните два метода 

– SVM и CART, показаха, че двата класифициращи алгоритъма могат напълно 

да различат средите от ПКМК, подложени на въздействието на АТ-МСК от 

средите на контролните ПКМК. Доколкото ни е известно, подобен подход при 

анализ на цитокиновите профили на култивирани ПКМК от пациенти с РА под 

действието на разтворими фактори от АТ-МСК не е прилаган от други автор-

ски колективи. Oт проведения CART анализ открихме, че разликата в двата 

вида цитокинови профили при 3-дневно култивиране в най-голяма степен се 

дължи на промените в нивата на sVEGF-A, PGE2 и TNF-α. От това може да 

заключим, че биологичният ефект при 3-дневно култивиране беше най-силно 

изразен по отношение на техния синтез. Това добре кореспондира на големи-

ната на ефекта от едномерните тестове за статистическа оценка (фиг. 28), въп-

реки че промяната в нивата на PGE2 показа само тенденция за сигнификант-

ност. Обяснение за това би могло да бъде по-малката статистическа сила на 

използвания тест на Wilcoxon при едномерното сравнение на разликите в ни-

вата на PGE2.  

Ако трябва да обобщим, използваните многофакторни методи за разлика 

от едномерните методи за статистическа оценка ни позволиха да наблюдаваме 

взаимосвързаността на промяната в цитокиновите нива на всички изследвани 

цитокини при всички 17 опитни постановки под действие на средите от АТ-

МСК. Установените промени са групирани и действат паралелно в една посока 

– увеличаване на секрецията на цитокини и фактори с имуносупресивно дейс-

твие като TGF-β, sVEGF-А, PGE2 и потискане на проинфламаторните TNF-α, 

IL-17 и IL-21.  
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6.13. Заключение  

Получените от нас резултати ясно демонстрират, че под паракринното 

действие на разтворимите фактори, съдържащи се в кондиционирани среди от 

АТ-МСК, настъпват бройни и функционални промени в клетъчните попула-

ции, изолирани от периферна кръв, при пациенти със средна и висока актив-

ност на ревматоиден артрит. Основно тези промени са свързани с редукция на 

процента на Тh17 и активираните ефекторни Т-хелперни лимфоцити и увели-

чение на регулаторните FoxP3+Т-хелперни клетки; потискане на експресията 

на HLA-DR върху кръвни моноцитни клетки, а също така и матуцарионен стоп 

в диференциацията им; потискане на продукцията на TNF-α, IL-17 и IL-21 и 

увеличаване на секрецията на TGF-β, VEGF-А и PGE2. С помощта на обобще-

нието на базата на мултифакторните статистически методи за анализ можем 

да допълним, че наблюдаваните фенотипни и функционални промени в секре-

цията на изследваните цитокони са взаимносвързани и групирани, като сумар-

ният ефект от това бихме могли да определим като осъществяване на иму-

носупресия. Клетъчните популации и цитокинови пътища, които бяха изслед-

вани, бяха подбрани така, че да са от централно значение в имунопатогенезата 

на ревматоидния артрит. Получените от нас резултати недвусмислено показ-

ват, че разтворимите фактори, съдържащи се в кондиционираните среди от 

АТ-МСК, успешно потискат цитокинови пътиша и клетъчни субпопулации с 

централно значение в патогенезата на РА. По този начин получените от нас 

резултати трасират един от най-важните аспекти от евентуалното внедряване 

на МСК като терапевтично средство, а именно способността да въздействат на 

дисрегулирания имунен отговор при РА едновременно на множество нива.  
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7. ИЗВОДИ 

 

1. Mезенхимните стволови клетки от адипозна тъкан (АТ-МСК) секрети-

рат IL-6, sVEGF-A, PGE2, IL-8, CCL2 и CCL5, но не продуцират TGF-β и IL-10. 

 

2. При култивиране на ПКМК от пациенти с ревматоиден артрит с конди-

ционирани среди от АТ-МСК настъпва увеличаване процента на CD25+FoxP3+ 

Tregs и също така на популацията на CD4+CD25-FoxP3+ хелперните лимфоцити. 

 

3. Култивирането на ПКМК от пациенти с ревматоиден артрит с конди-

ционирани среди от АТ-МСК води до намаляване процентното съдържание на 

Тh17 хелперните лимфоцити и CD4+CD25+FoxP3- активираните ефекторни Т-

хелперни лимфоцити.  

 

4. При култивиране на ПКМК от пациенти с ревматоиден артрит с кон-

диционирани среди от АТ-МСК се потиска екпресията на HLA-DR върху мо-

ноцитни клетки.   

 

5. При култивиране на ПКМК от пациенти с ревматоиден артрит с кон-

диционирани среди от АТ-МСК се наблюдава увеличение на процента CD14+ 

моноцитни клетки.  

 

6. Под действие на разтворимите фактори, налични в средите на АТ-

МСК, промените в цитокиновите нива са групирани и действат паралелно в 

една посока: увеличава се секрецията на TGF-β, VEGF-А, PGE2 и се понижават 

нивата на TNF-α, IL-17 и IL-21 в култури на ПКМК добити от пациенти с РА.  
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8. ПРИНОСИ  

8.1. Приноси с потвърдителен характер 

1. Потвърдена беше секрецията на IL-6, sVEGF-A, PGE2, IL-8, CCL2 и 

CCL5 от мезенхимни стволови клетки от адипозна тъкан (АТ-МСК). 

2. По отношение на секрецията на TGF-β и IL-10, резултатите ни бяха в 

съгласие с резултатите на екипи, които не откриват TGF-β и IL-10 в среди на 

АТ-МСК.  

8.2. Приноси с оригинален характер  

1. Установена беше способността на разтворими фактори от АТ-МСК да 

потискат Тh17 хелперни лимфоцити в култури на ПКМК от пациенти с акти-

вен ревматоиден артрит. 

2. Установена беше способността на разтворими фактори от АТ-МСК да 

увеличават процента CD25+FoxP3+ Tregs и CD4+CD25-FoxP3+ хелперни лим-

фоцити в култури на ПКМК от пациенти с активен ревматоиден артрит  

3. Установена беше способността на разтворими фактори от АТ-МСК да 

предизвикват намаляване нa повърхностната експресия на HLA-DR върху мо-

ноцитни клетки в култури на ПКМК от пациенти с активен ревматоиден арт-

рит. 

4. Установена беше способността на разтворими фактори от АТ-МСК да 

увеличават секрецията на TGF-β, sVEGF-A, PGE2 и да предизвикват понижа-

ване в нивата на TNF-α, IL-17 и IL-21 култури на ПКМК от пациенти с ревма-

тоиден артрит със средна и висока болестна активност. 

5. За пръв път бяха приложени мултивариантни методи за статистически 

анализ с висока доказателствена стойност на получените резултати – Метод на 

опорните вектори (SVM), Дървета за класификация и регресия (CART Decision 

Trees) и PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant Analysis), Факторен и клъс-

терен анализ при анализиране на действието на среди от АТ-МСК върху 

клетки от болни с ревматоиден артрит.  
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