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Резюме
Введение. Везикулярная фракция секретома мезенхимных стволовых/стромальных клеток человека (ВВ МСК) может  
быть использована как фармацевтическая субстанция для разработки биологического лекарственного препарата для 
лечения фибротических заболеваний. Для контроля качества такого препарата наряду со стандартными методами 
требуются релевантные методы оценки специфической активности, основанные на изучении клеточных мишеней и 
механизмов действия разрабатываемых препаратов. 
Цель. Разработка клеточных моделей для оценки специфической активности создаваемого препарата на основе ВВ  
МСК человека для лечения фибротических заболеваний.
Материалы и методы. Были разработаны две in-vitro-модели: первая – модель индуцированной дифференцировки 
клеточных линий первичных фибробластов кожи человека, вторая – модель поляризации макрофагов в клеточной 
культуре, полученной из моноцитов периферической крови человека. 
Результаты и обсуждение. Обработка трансформирующим фактором роста (TGFβ-1) фибробластов приводила к 
увеличению уровня основного маркера миофибробластов альфа-гладкомышечного актина (αSMA) спустя 96 часов, а 
одновременное действие TGFβ-1 и ВВ МСК достоверно снижало уровень αSMA по сравнению с TGFβ-1-стимулированными 
фибробластами. Поляризация макрофагов в М1-направлении при действии комбинации LPS и IFNγ приводила к  
увеличению экспрессии генов IL-12p35, TNFα, IL-6 как через 4 часа, так и через 24 часа. Поляризация макрофагов в  
М2-направлении при действии IL-4 приводила к увеличению экспрессии гена CD200R1 как через 4 часа, так и через  
24 часа. Действие ВВ МСК на провоспалительный подтип макрофагов M1, стимулированных LPS и IFNγ, приводило к 
снижению уровня экспрессии провоспалительных цитокинов IL-6, IL-12p35, TNFα через 24 часа после добавления ВВ. 
Заключение. Для оценки специфической активности разрабатываемых препаратов на основе ВВ МСК человека 
предложены две релевантные клеточные модели. Количественным параметром для оценки специфической активности 
лекарственного препарата на основе ВВ МСК является снижение уровня αSМА в TGFβ-1-стимулированных фибробластах  
не менее чем в в два с половиной раза по сравнению с положительным контролем. При этом снижение уровня экспрессии 
генов IL-12p35, IL-6, TNFα в поляризованных М1-макрофагах – не менее чем в два раза по сравнению с М1-макрофагами без 
воздействия ВВ МСК. 

Ключевые слова: биологический препарат, внеклеточные везикулы, мезенхимные стволовые/стромальные клетки (МСК), 
специфическая активность
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Abstract
Introduction. The vesicular fraction of human mesenchymal stem/stromal cells (EV MSCs) secretome can be considered as 
a pharmaceutical substance for the biological drug development to treat fibrotic diseases. Biological drugs quality control  
requires standard tests using simple validable methods. Additionally, it is necessary to assess specific activity using relevant  
models based on specific cellular targets and mechanisms of action.
Aim. Development of cell models for specific activity assessment of the biological drug from human EV MSCs for the fibrotic  
diseases treatment.
Materials and methods. We proposed two in vitro models to evaluate specific activity: the first one is primary human dermal 
fibroblast (HDF) cell lines induced differentiation model and the second one is polarization of macrophages derived from  
human peripheral blood monocytes.
Results and discussion. Transforming growth factor (TGFβ-1) treatment of HDF increased the level of the main myofibroblasts  
marker – alpha-smooth muscle actin (αSMA) within 96 hours. The simultaneous action of TGFβ-1 and EV-MSCs significantly 
decreased αSMA level compared to TGFβ-1-stimulated fibroblasts. Macrophages polarization towards M1-type with LPS/IFNγ  
combination resulted in increased IL-6, IL-12p35, TNFα genes expression after both 4 and 24 hours. The EV-MSCs addition  
to M1-type decreased the gene expression of proinflammatory cytokines IL-6, IL-12p35, TNFα in 24 hours.
Conclusion. We developed two in vitro models to assess specific activity of antifibrotic drug based on human EV-MSCs. In  
the first model value of specific activity is at least 2.5-fold decrease of αSMA level in TGFβ-1-stimulated HDF, comparing  
to non-treated control. In the second model the value is at least two-fold decrease in the level of IL-12p35, IL-6, TNFα expression  
in M1 macrophages, compared to non-treated M1 macrophages.
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ВВЕДЕНИЕ

Стволовые клетки являются многообещающим 
инструментом нового направления медицины – ре-
генеративной медицины [1–3]. Мезенхимные ство-
ловые/стромальные клетки (МСК) в организме мле-
копитающих играют ключевую роль в поддержании 
гомеостаза тканей и их регенерации. Согласно дейст- 
вующей научной парадигме, свой эффект МСК реа- 
лизуют через секрецию паракринных факторов в  
составе многокомпонентного секретома, в котором 
можно выделить везикулярную фракцию (ВВ МСК), 
состоящую из мембранных частиц разных размеров: 
экзосом и микровезикул [4, 5]. Ранее в наших ра- 
ботах было показано, что ВВ МСК способны подав- 
лять развитие блеомицин-индуцированного фибро-
за легких у мышей, преимущественно за счет пере- 
носа микроРНК miR-29c и miR-129  [6, 7]. Таким об-
разом, ВВ МСК можно рассматривать как потенци-
альный препарат для лечения фибротических за-
болеваний, в том числе фиброза легких. Согласно 
классификации решения Совета Евразийской эко-
номической комиссии (ЕАК) № 89, препарат на осно- 
ве ВВ МСК относится к биологическим препаратам,  
как выделенный из биологического источника1. Та-
кие препараты отличаются от лекарственных препа-
ратов на основе малых молекул в том числе тем, что 
их состав не может быть стандартизирован. Конт- 
роль качества таких препаратов необходимо про-
водить не только по стандартным показателям, но 
также обязательно оценивать специфическую актив-
ность, которая является количественной мерой био-
логической активности препарата.

Универсальных методов определения специфи- 
ческой активности для любого биологического пре-
парата не существует. Поэтому необходимо созда-
ние релевантных моделей для каждого конкретно- 
го биологического препарата, основанных на по- 
нимании клеточных мишеней и механизмов дейст- 
вия. Для разработки моделей оценки специфиче-
ской активности препарата на основе ВВ МСК нами 
выбраны модели влияния на дифференцировку ос-
новного клеточного эффектора фиброза – миофиб- 
робластов и поляризацию макрофагов, играющих 
ключевую роль в регуляции иммунных процессов 
при фиброзе.

Целью данной работы явилась разработка кле-
точных моделей для оценки специфической актив- 
ности создаваемого препарата на основе ВВ МСК че-
ловека для лечения фибротических заболеваний.

1 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 №  89 «Об утвержде-
нии Правил проведения исследований биологических ле-
карственных средств Евразийского экономического союза». 
Доступно по: https://www.alta.ru/tamdoc/16sr0089/ Ссылка 
активна на 15.07.2025.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные линии, использованные в работе

В работе использовались клеточные линии и куль-
туры, полученные от добровольцев, согласно разре-
шению институционального локального этическо-
го комитета (этический комитет МНОИ МГУ имени 
М. В.  Ломоносова, IRB00010587) (протокол № 4, дата  
заседания 04.06.2018), с получением добровольного 
информированного согласия у всех доноров.

Мультипотентные мезенхимные  
стволовые/стромальные клетки

МСК жировой ткани человека, иммортализован-
ные с помощью человеческой теломеразы (ASC52telo, 
ATCC®), культивировали в полной питательной среде 
роста DMEM/F-12 (Capricorn Scientific, Германия) с до-
бавлением 7%-й фетальной бычьей сыворотки (ФБС) 
(HyClone, США) и 100 ед/мл пенициллина/стрепто-
мицина (Gibco, США) при 37  °C и 5%-м CO2 в газо- 
вой фазе.

Фибробласты кожи

Первичные линии фибробластов кожи человека 
получали из банка клеточных линий Центра регене- 
ративной медицины МНОИ МГУ имени М. В.  Ломоно-
сова (номер коллекции MSU_FB2). Клетки культивиро-
вали в среде DMEM с низким содержанием глюкозы 
(Gibco) с добавлением 1%-го пенициллина-стрепто- 
мицина (HyClone) и 10%-й ФБС (HyClone) при 37 °C и 
5%-м CO2 в газовой фазе. 

Макрофаги

Макрофаги получали из моноцитов, выделенных 
из периферической крови здоровых доноров обоих  
полов. Для выделения цельную кровь смешивали в 
равных объемах с фосфатно-солевым буфером (ФСБ, 
НПП  «ПанЭко», Россия), центрифугировали на гра-
диенте раствора фиколла с плотностью 1,022  г/мл  
(НПП  «ПанЭко», Россия) при 300g в течение 30  минут 
при +4  °C. Отбирали кольцо мононуклеаров, промы-
вали раствором ФСБ и высаживали на культуральный 
планшет с адгезивным покрытием CellBind (Corning, 
США). Через час неприкрепившиеся лимфоциты отмы- 
вали с поверхности, к адгезировавшей фракции до- 
бавляли полную среду роста RPMI-1640 (GIBCO) с до-
бавлением 1%-го пенициллина и стрептомицина (Hy-
Clone), 1%-й GlutaMax, 1%-го пирувата, 1%-й HEPES 
(GIBCO) и 10%-й инактивированной ФБС (HyClone).

2 Национальный банк-депозитарий живых систем. До-
ступно по: https://human.depo.msu.ru. Ссылка активна на 
13.05.2025.
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Получение и характеристика  
везикулярной фракции секретома МСК

МСК отмывали трижды раствором Хенкса 
(НПП  «ПанЭко», Россия) и добавляли среду без сы- 
воротки DMEM на двое суток, после чего кондицио-
нированную среду (КС) собирали, центрифугировали 
при 300g в течение 10 минут для осаждения клеточ-
ного дебриса, супернатант подвергали ультрафильт- 
рации с использованием фильтра (300 кДа, Sartorius, 
Германия) центрифугированием при 1200g. Полу- 
ченную везикулярную фракцию секретома хранили 
при –80 °C. 

Для подтверждения подлинности ВВ МСК – на-
личия поверхностных маркеров – был проведен 
белковый электрофорез и иммуноблотинг с после-
дующим полуколичественным определением Alix 
(abcam, ab88388), HSP70 (SBI, EXOAB-Hsp70A-1), CD63 
(Millepore, CBL553), H2AX (R&D, AF2288). 

Количественное определение ВВ МСК было вы-
полнено методом анализа траектории наночастиц 
(nanoparticle tracking analysis, NTA) с помощью при-
бора ZetaView (Particle Metrix GmbH, Германия). Из-
мерение проводилось в режиме «бокового свето-
рассеяния» при 25 °С. Для измерения использовали 
лазер с длиной волны 488 нм, объектив 10× и вы- 
сокочувствительную камеру c матрицей КМОП-типа.  
В качестве контроля случайных частиц использовал- 
ся образец бессывороточной среды после 30  минут 
инкубации с МСК.

Клеточные модели

TGFβ-1-индуцированная дифференцировка 
фибробластов 

Фибробласты кожи человека высаживали в кон-
центрации 20 000 кл/мл в полной среде роста. Через 
сутки клетки депривировали от сыворотки 24  часа,  
затем добавляли 5х ВВ одновременно с 5 нг/мл TGFβ-1  
к бессывороточной среде роста и культивировали в 
течение 4 суток. В качестве контроля использовали 
клетки, культивированные в бессывороточной среде 
с/без добавления TGFβ-1 (положительный и отрица-
тельный контроли соответственно).

Дифференцировка и поляризация макрофагов

После прикрепления моноцитов добавляли  
GM-CSF или M-CSF (SCI-STORE, Россия) в концентра- 
ции 50 нг/мл. На 4 сутки проводили смену среды с  
добавлением тех же факторов. На 6 сутки клеткам ме- 
няли среду на полную с добавлением цитокинов для 
поляризации на 4 или 24 часа. К клеткам с GM-CSF  
добавляли комбинацию 100 нг/мл LPS и 20 нг/мл IFNγ 
(Sigma, США) для индукции поляризации М1-типа. К 
клеткам с М-CSF добавляли 20 нг/мл IL-4 (Sci-Store,  
Россия) для поляризации М2-типа [8]. Затем на 24  ча- 
са добавляли 5х ВВ МСК.

Анализ дифференцировки  
фибробластов

Иммуноцитохимический анализ

Клетки отмывали с помощью ФСБ от среды роста, 
фиксировали 4%-м раствором формальдегида (Pan- 
Reac, Испания) в течение 10 минут. Для выявления  
внутриклеточных маркеров проводили пермеабили-
зацию клеточных мембран с использованием 0,2%-го  
раствора Triton X-100 (Sigma) в ФСБ. Для блокирова-
ния неспецифических сайтов связывания инкубиро-
вали препарат с 10%-м раствором нормальной сы- 
воротки (Sigma) животного – донора вторых антител  
на ФСБ с добавлением 1%-го бычьего сывороточ-
ного альбумина (БСА, НПП  «ПанЭко») в течение часа  
при комнатной температуре. Далее инкубировали  
образец с раствором первичных антител к αSMA 
(ab5694, 1 : 300, abcam) или неимунными IgG (BioLe- 
gend, США) в качестве контроля при +4 °C в тече-
ние ночи. Первичные антитела выявляли с помощью 
вторичных антител, конъюгированных с Alexa 488 
(Invitrogen, CША). Ядра дополнительно метили DAPI 
(Sigma) в разведении 1 : 10000. Препараты анализи- 
ровали с помощью инвертированного микроскопа с 
флуоресцентным модулем и камерой (Leica DMi8, ка-
мера Leica DFC 7000 T, Leica, Германия).

Белковый электрофорез и иммуноблотинг

Фибробласты кожи человека лизировали на льду 
в 2х буфере Лемли для образцов. Белки лизата кле-
ток разделяли с помощью денатурирующего фореза  
в присутствии 20%-го SDS (Sigma). Для определения 
молекулярных масс белков использовали стандарт- 
ную коммерческую смесь предварительно окрашен- 
ных белков с известной молекулярной массой Page- 
Ruler™ Plus (Invitrogen). Иммуноблоттинг проводили с 
использованием немеченых моноклональных анти- 
тел, специфически связывающихся с GAPDH (Cell Sig-
naling Technology, США, 1 : 1000, 2118), (αSMA) (Abcam, 
1 : 500, ab7817), белком активированных фиброблас- 
тов (FAPa) (CellSignalling, 1 : 1000, 66562) на протяже-
нии ночи при +4  °С и последующей инкубацией со  
вторыми антителами 1 : 3000 (антитела козы к IgG  
кролика или кроличьи антитела к IgG мыши), конъю-
гированными с пероксидазой хрена (Sigma), в тече- 
ние 60 минут при комнатной температуре. 

Визуализацию белков, связавшихся с антителами,  
осуществляли с помощью хемилюминесцентного суб-
страта (ECL Pico or Dura, Pierce, США). Для экспони-
рования мембран использовали экран ChemiDoc УФ 
(Bio-Rad, США). Детекцию хемилюминисценции про- 
водили при помощи ChemiDoc Imaging System (Bio-
Rad, США), денситометрический анализ полученных 
изображений проводили с использованием програм-
мы ImageLab. 

Доклинические и клинические исследования 
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Анализ поляризации макрофагов

Полимеразная цепная реакция в реальном времени  
(ПЦР-РВ) с обратной транскрипцией

Для ПЦР-РВ макрофаги лизировали в RLT-буфере 
(QIAGEN GmbH, Германия). Выделение тотальной РНК 
из лизатов клеток проводили с использованием на- 
бора RNeasy Mini Kit (QIAGEN GmbH, Германия) со- 
гласно прилагающейся методике производителя. Кон- 
центрацию и чистоту выделенной тотальной РНК 
определяли с использованием спектрофотометра 
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, США) при помощи  
оригинального программного обеспечения ND-1000  
V 3.7.1 (Thermo Scientific, США). Образцы с показате-
лями отношения поглощения на длинах волн 260 и  
280  нм (A260/280) от 1,9 до 2,1 были использова-
ны для дальнейшего анализа. Синтез кДНК проводи-
ли с использованием набора MMLV RT kit (ЗАО «Евро- 
ген», Россия) согласно руководству пользователя.  
Амплификацию осуществляли с помощью прибора 
Nexus Mastercycler® gradient (Eppendorf AG, Германия).  
Количественную ПЦР в реальном времени проводи-
ли с помощью набора qPCRmix-HS SYBR + LowROX 
(ЗАО  «Евроген», Россия) в соответствии с протокола- 
ми производителя на приборе QuantStudio™ 5 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, США). Исполь-
зованные олигонуклеотидные последовательности 
праймеров указаны в таблице 1. 

Статистическая обработка

Экспериментальные данные представлены в ви-
де среднего значения ±10–90 перцентили. Статисти-
ческую обработку данных проводили с использова- 
нием программы GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Soft-
ware, США). Для проверки достоверности различий 
значений (в численных данных) между опытными и 
контрольными группами применяли непараметриче-
ский критерий Манна – Уитни. Различия считали дос- 
товерными при уровне значимости p < 0,05 (обозна- 
чения в тексте: * p < 0,05, **** p < 0,0001).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика ВВ МСК

Согласно рекомендациям MISEV2023 для контро-
ля качества ВВ МСК и подтверждения подлинности  
ВВ методом иммуноблоттинга нами было показано, 
что везикулярная фракция содержит специфические 
маркеры ВВ HSP70, Alix, CD9, CD81 и CD63. При этом  
в них отсутствует гистоновый белок H2AX, находя- 
щийся в ядрах клеток, но не в ВВ [9]. Данные представ-
лены на рисунке 1.

При оценке размера и количества частиц мето- 
дом NTA (Nanoparticle tracking analysis – анализ тра-
ектории наночастиц) было показано, что диаметр  
частиц варьирует от 10 до 550 нм, при этом боль- 
шинство частиц имеет размер в среднем от 130 до 
170  нм, что соответствует размеру микровезикул, к  
которым относятся ВВ МСК. При этом количество  
частиц в 1х растворе ВВ МСК составляло 3–5 · 108  час- 
тиц/мл. Данные представлены на рисунке 1.

Оценка специфической активности

Основным типом клеток-эффекторов при разви- 
тии фиброза являются миофибробласты, которые син- 
тезируют большое количество компонентов внекле- 
точного матрикса и контрактируют его благодаря  
наличию αSMA-содержащих стресс-фибрилл в клет-
ках  [10]. Основным источником накопления мио- 
фибробластов считается их дифференцировка из ре- 
зидентных фибробластов ткани, у которых при акти- 
вации на мембране появляется белок FAPα (fibroblast 
activation protein alpha). 

Важную роль в развитии фиброза играет хрониче-
ское воспаление [11]. Основными эффекторами вос-
паления являются макрофаги, которые в организме 
представлены широким спектром фенотипов: выде- 
ляют М1-провоспалительный и М2-противовоспали-
тельный фенотипы [12]. 

Таблица 1. Олигонуклеотидные последовательности праймеров для генов человека

Table 1. Human gene primer sequences

Ген
Gene

Прямая последовательность
Forward sequence

Обратная последовательность
Reverse sequence

36b4 5-GCTGCTGCCCGTGCTGGTG-3 5-TGGTGCCCCTGGAGATTTTAGTGG-3

IL-12p35 5-GATGGCCCTGTGCCTTAGTA-3 5-TCAAGGGAGGATTTTTGTGG-3

CD200R1 5-GGAGGATGAAATGCAGCCCTA-3 5-CTCAGATGCCTTCACCTTGTTT-3

TNFa 5-GAGGCCAAGCCCTGGTATG-3 5-CGGGCCGATTGATCTCAGC-3

IL-6 5-ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG-3 5-CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG-3

Доклинические и клинические исследования 
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Модель TGFβ-индуцированной дифференцировки  
фибробластов в миофибробласты

Фибробласты кожи человека обрабатывали транс-
формирующим фактором роста бета (TGFβ-1) (К+), за-
тем оценивали количество αSМА и FAPα. Через 96  ча- 
сов уровень αSМА увеличивался в среднем в 4,3  ра- 
за (±0,84) по сравнению с необработанными клет- 
ками (К–) и происходило его встраивание в стресс- 
фибриллы, что показано на рисунке 2. Значимого  
изменения уровня FAPα при действии TGFβ-1 как  
через 24 часа, так и через 96 часов не происходило, 
поэтому для определения специфической активно-
сти было выбрано определение уровня αSМА через 
96 часов.

При одновременном действии TGFβ-1 и ВВ МСК 
количество αSМА в среднем в 19 (±5) раз меньше,  
чем при действии TGFβ-1, а также снижается коли- 
чество стресс-фибрилл до уровня, сопоставимого с 
отрицательным контролем. Количественным параме-
тром для оценки специфической активности лекарст- 
венного препарата на основе ВВ МСК является сни- 
жение уровня αSМА в клетках не менее чем в 2,5 ра- 
за по сравнению с положительным контролем. 

Поляризация макрофагов, полученных  
из моноцитов периферической крови человека

Методом ПЦР-РВ нами был проанализирован уро- 
вень экспрессии генов, меняющихся при поляриза-
ции макрофагов (рисунок 3, А). При стимуляции про-
воспалительной М1-поляризации увеличивалась экс-
прессия генов IL-12p35 (через 4 часа в 17,9 ± 4,5  раза, 
через 24  часа в 3,5 ± 1,9 раза), TNFα (через 4 часа  
в 54,6 ± 10,4  раза, через 24 часа в 4,2 ± 1,2  раза), 
IL-6 (через 4 часа в 233,1 ± 53,7 раза, через 24  ча-
са в 25,1 ± 16,6  раза). При стимуляции в направле-
нии М2а-поляризации уменьшалась экспрессия гена  
CD200R1  – маркера профибротических макрофагов  
(через 4 часа в 12,1 ± 4,0  раза, через 24 часа в 6,3 ± 
1,6 раза).

При действии ВВ МСК на поляризованные М1- 
макрофаги снижалась экспрессия генов провоспали- 
тельных факторов IL-6 в 8 ± 2,1 раза, IL-12p35 в 3,4 ± 
1,2  раза, TNFα в 4,7 ± 1,7  раза, в М2а-макрофагах по- 
вышалась экспрессия противовоспалительного фак- 
тора IL-10 в 1,75 (±0,3) раза, а в М2с-макрофагах прак-
тически не изменяется экспрессия генов М2-макро-
фагов, что показано на рисунке 3, Б. Количественным 

Рисунок 1. Характеристика ВВ МСК. 
А – распределение частиц по размеру: в образце среды, кондиционированной МСК, после 48 часов кондициони- 
рования (черный) и в контрольной КС после 30  минут кондиционирования (синий) для образцов, измеренных  
с помощью метода анализа траекторий наночастиц (NTA); Б – репрезентативные данные иммуноблоттинга

Figure 1. EV-MSCs characterization. 
A – particle size distribution in the MSC-conditioned medium (CM) after 48 h conditioning (black) and in the control 
CM after 30 min conditioning (blue) measured using nanoparticle trajectory analysis (NTA); B – representative data of 
immunoblotting
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параметром для оценки специфической активности 
лекарственного препарата на основе ВВ МСК являет-
ся снижение уровня экспрессии генов IL-12p35, IL-4,  
TNFa в поляризованных макрофагах не менее чем в 
два раза по сравнению с М1-макрофагами без воз- 
действия ВВ МСК. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Были разработаны две клеточные модели для 

оценки специфической активности биологического  
препарата на основе ВВ МСК для лечения фиброти-

ческих заболеваний. В качестве показателя специфи-
ческой активности в модели TGFβ-индуцированной 
дифференцировки фибробластов в миофиброблас- 
ты количественным параметром является снижение 
уровня αSМА в фибробластах не менее чем в 2,5  ра- 
за по сравнению с положительным контролем. В мо-
дели поляризации макрофагов, полученных из мо-
ноцитов периферической крови человека, показате-
лем специфической активности является снижение 
экспрессии генов IL-12p35, IL-6, TNFa в макрофагах не  
менее чем в два раза по сравнению с М1-макрофага- 
ми без воздействия ВВ МСК. 

Рисунок 2. TGFβ-индуцированная дифференцировка фибробластов в миофибробласты.
А – уровень aSMA и FAPa по отношению к контролю в фибробластах кожи человека без воздействия (К–), под  
действием TGFβ-1 (К+) через 24 и 96 часов; Б – уровень aSMA по отношению к контролю в фибробластах кожи че- 
ловека без воздействия (К–), под действием TGFβ-1 (К+), при одновременном действии TGFβ-1 и ВВ (ВВ), измерен-
ный методом иммуноблоттинга. Репрезентативные микрофотографии aSMA (зеленый) фибробластов кожи че-
ловека без воздействия (К–), под действием TGFβ-1 (К+), при одновременном действии TGFβ-1 и и ВВ (ВВ) через  
96 часов. Ядра мечены DAPI (синий).
Данные представлены в виде 10–90 перцентилей, линия на уровне среднего значения, разбросы соответствуют 
диапазону 10–90 перцентилей (n = 13, * p < 0,05, **** p < 0,0001)

Figure 2. TGFβ-induced fibroblasts differentiation into myofibroblasts.
A – aSMA and FAPa levels relative to control in human skin fibroblasts without treatment (K–), with TGFβ-1 treatment 
(K+) after 24 and 96 hours; B – aSMA level relative to control in untreated (K–), TGFβ-1-treated (K+), and TGFβ-1- and  
EVs-MSCs-treated human dermal fibroblasts (EVs) measured by immunoblotting. Representative pictures of aSMA  
(green) in untreated (K–), TGFβ-1-treated (K+), and TGFβ-1- and EVs-treated human dermal fibroblasts (EVs) after 96 h. 
Nuclei are labeled with DAPI (blue).
Data are presented as 10–90 percentiles, line at the mean value, scatter corresponds to 10–90 percentiles (n = 13,  
* p < 0,05, **** p < 0,0001)
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Рисунок 3. Поляризация макрофагов, полученных из моноцитов периферической крови человека.
А – изменение экспрессии генов-маркеров макрофагов в динамике: М1-маркеры (IL-12p35, TNFa, IL-6), M2-марке-
ры (CD200R1, IL-10). Данные представлены в виде среднего значения, разбросы соответствуют стандартной ошиб-
ке среднего (n = 5, * p < 0,05, ** p < 0,005); Б  – изменение экспрессии генов-маркеров макрофагов человека, изме-
ренной методом ПЦР-РВ, после действия ВВ МСК на поляризованные макрофаги. Гены-маркеры М1-макрофагов 
(IL-12p35, IL-6, TNFa), М2-макрофагов (CD200R1, IL-10). Данные представлены в виде 10–90 перцентилей, линия  
на уровне медианы, разбросы соответствуют стандартной ошибке (n = 3, * p < 0,05)

Figure 3. Polarization of macrophages obtained from human peripheral blood monocytes.
A – dynamic changes in human macrophage marker genes’ expression: M1-macrophage markers were IL-12p35, IL-6,  
TNFα. M2-macrophage markers were CD200R1, IL-10. Data are presented as mean values, the ranges correspond 
to the standard error of the mean (n = 5, * p < 0.05, ** p < 0.005); B – changes in human macrophage marker genes’ 
expression after the EV-MSCs action on polarized macrophages. M1 macrophages genes-markers (IL-12p35, IL-6, TNFa),  
M2 macrophages (CD200R1, IL-10). Data are presented as 10–90 percentile, line at the median level, scatter corresponds  
to the standard error (n = 3, * p < 0.05)
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