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Мета дослідження: оцінити клінічну ефектив-
ність і профіль безпечності рекомбінантного еритро-
поетину альфа при лікуванні анемій у пацієнтів з пер-
винними і вторинними імунодефіцитами.

Матеріали і методи. Досліджувану групу (ДГ) 
склали 30 імуноскомпрометованих осіб віком від 16 
до 62 років, що страждали на анемію різної тяжко-
сті. До контрольної групи (КГ) аналогічного вікового 
і гендерного розподілу учасників увійшли 10 пацієн-
тів з вторинними імунодефіцитами, що страждали на 
анемію. Пацієнти ДГ отримували препарат еритропо-
етину п/шк в дозі 10 000 МО 1 раз на тиждень №1-6 
залежно від терміну досягнення цільової концентрації 
гемоглобіну (130 г/л у чоловіків і 120 г/л у жінок). 

Результати і їх обговорення. Досягнути цільо-
вої концентрації гемоглобіну вдалося у 25 із 30 хворих 
ДГ (83 % випадків). Препарат призвів до вірогідної 
позитивної динаміки кількості циркулюючих еритро-
цитів (р < 0,05; Z < Z0,05), сироваткової концентрації 
гемоглобіну (р < 0,01; Z < Z0,05), рівня кольорового 
показника (р < 0,01; Z < Z0,05) та кількості лімфоцитів 
у периферичній крові (р < 0,05; Z < Z0,05), однак най-
більш виразною була дія саме на концентрацію гемо-
глобіну. 

Висновки. Препарат рекомбінантного еритропо-
етину альфа людини продемонстрував себе як висо-
коефективний і безпечний антианемічний засіб з іму-
номодулюючою активністю, що здатен активувати всі 
паростки кровотворення у імуноскомпрометованих 
хворих з найбільш виразною дією на еритропоез, а 
саме – на рівень концентрації гемоглобіну в сироват-
ці крові.

Ключові слова: анемія, імунодефіцит, рекомбі-
нантний еритропоетин.
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EFFICACY AND SAFETY OF ANEMIA 
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Object of Study is to assess the clinical efficacy and 
safety profile of the recombinant human erythropoietin 
alpha when treating anemia in patients having primary 
and secondary immunodeficiencies. 

Materials and methods. A study group (SG) was 
made of 30 immunocompromised individuals aged from 
16 to 62, who suffered from anemia of various severity.  
A control group (CG), having a similar age and gender 
distribution of participants, included 10 patients with 
secondary immunodeficiencies, suffering from anemia. 
The SG patients took the recombinant erythropoietin 
drug subcutaneously in a dose of 10 000 IU weekly, № 
1-6, depending upon the term of the target hemoglobin 
concentration to be obtained (130g/l in men and 120 g/l 
in women). 

Results and Their Discussion. The target 
hemoglobin concentration was successfully obtained in 
25 out of  30 patients of  the  SG (83% of cases).  The 
drug lead to a confident positive dynamics in the number 
of circulating erythrocytes (р  0,05; Z  Z

0,05
), serum 

hemoglobin concentration (р  0,01; Z  Z
0,05

), color index 
level (р  0,01; Z  Z

0,05
) and the number of peripheral 

blood lymphocytes (р  0,05; Z  Z
0,05

), however, the 
most pronounced effect has been produced upon the 
hemoglobin concentration exactly. 

Conclusion. The recombinant human erythropoietin 
alpha drug displayed itself as a highly efficient and safe 
antianemic agent having immunomodulating activity, 
being capable of activating all the hematopoietic lineages 
in immunocompromised patients and exercising the most 
profound effect upon erythropoiesis, namely, upon the 
level of blood serum hemoglobin concentration.  

Key words: anemia, immunodeficiency, recombinant 
erythropoietin
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КРИОКОНСЕРВИРОВАННЫХ КЛЕТОК ПЛАЦЕНТЫ 

ДЛЯ СНИЖЕНИЯ АУТОРЕАКТИВНОСТИ КЛЕТОК СЕЛЕЗЕНКИ  

ПРИ АДЪЮВАНТНОМ АРТРИТЕ

Е.Д.ЛУЦЕНКО

Институт проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины, г.Харьков

В модельных экспериментах и клинических 
исследованиях по изучению патогенеза ревма-
тоидного артрита (РА) установлено, что одной 
из основных причин его развития  является дис-
баланс иммунорегуляторного механизма и из-

менение функции иммунокомпетентных клеток 
(ИКК). Это выражается в формировании ауторе-
активных клонов ИКК и продукции антител  про-
тив органо-тканевых субстратов собственного 
организма. Поэтому поиск терапевтических 
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подходов к коррекции эффекторных и регуля-
торных звеньев иммуногенеза при этой патоло-
гии остается актуальным.

Участие плаценты в регуляции цитокиновой 
сети при беременности со смещением акцента в 
пользу продукции медиаторов Тх2 клетками [1], 
продукция клетками цитотрофобласта  супрес-
сорных медиаторов  в виде ТФРбета, ИЛ-10, 
ИЛ-11 служат предпосылками использования 
этого материала в качестве иммунокорриги-
рующего  и противовоспалительного препарата 
[2]. Важно отметить, что обязательной частью 
технологического процесса получения клеток 
плаценты для применения их в клинике являет-
ся этап криоконсервирования [3]. Вместе с тем, 
эффективность применения даже одного и того 
же криоконсервированного материала варьи-
рует, что обусловлено рядом причин, в том чис-
ле изменением в разной степени качественно-
количественных характеристик используемого 
препарата при выбранном режиме криокон-
сервирования [4, 5], а также разным профилем 
изменений в иммунной системе при АА  в мо-
мент применения клеток, в том числе  плацен-
ты.  Одной из характеристик как интенсивности 
выраженности АА, так и степени проявления 
терапевтического эффекта того или иного пре-
парата при этой патологии является оценка ау-
тореактивности эффекторных клеток.

Цель работы - определить  аутореактив-
ность клеток селезенки животных с адъювант-
ным артритом (АА) после применения суспен-
зии нативных и криоконсервированных клеток 
плаценты. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные 

В работе были использованы 8-10 месячные 
мыши линии СВА/Н  массой 18-20 г.  Животные 
были получены из питомника РАМН «Столбо-
вая» и содержались в условиях вивария Инсти-
тута проблем криобиологии и криомедицины 
НАН Украины на стандартном пишевом рацио-
не. Все эксперименты были выполнены  соглас-
но Международным принципам Европейской 
конвенции о защите позвоночных животных 
(Страсбург, 1986).

Индукция АА

АА индуцировали у мышей субплантарным 
введением полного адъюванта Фрейнда  в дозе 
0,05 мл/мышь, содержащей 1,5 мг/мл Micobac-
terium tuberculosis  на 100 г массы животного.  
Развитие АА определяли как увеличение отека 
исследуемого сустава ежедневно в течение 28 
суток. Степень отека выражали в виде индекса 
артрита (ИА), который оценивали по отношению 
диаметра опытного голеностопного сустава от-
носительно интактного контроля.  

Получение суспензии клеток плаценты 
(СКП)

Клетки плаценты выделяли из хориального 
участка ткани зрелой плаценты у мышей 18-19 
суток гестации по методу [7]. Выделенную ткань 
отмывали забуференным физиологическим 
раствором (ЗФР), переносили в новую порцию 
ЗФР, измельчали и дезинтегрировали в гомоге-
низаторе Поттера, фильтровали через нейлоно-
вый фильтр.  Количество ядросодержащих кле-
ток в суспензии подсчитывали в камере Горяева  
в световом  микроскопе «ЛОМО», х400.

Криоконсервирование и отогрев СКП
Криоконсервирование СКП проводили в кри-

опробирках (Nunk, Roskilde, Denmark). В СКП, 
содержащую 5х106 клеток в 0,5 мл забуферен-
ного физиологического раствора (ЗФР), мед-
ленно вводили  0,5 мл 20% раствора криопро-
тектора ДМСО (далее суспензия КД) или про-
пандиохароля ПДС (суспензия КП). Конечная 
концентрация криопротекторов составила 10%. 
Образцы криоконсервировали на программном 
замораживателе (УОП-1, производства ОП ИП-
КиК НАН Украины) с автоматической записью 
двухэтапного режима охлаждения: на 1-м этапе 
– со скоростью 10 /мин до - 400 и на  2-м – погру-
жение в жидкий азот. 

Отогрев СКП проводили при 420 С на водяной 
бане в течение 1-2 мин при постоянном встря-
хивании. Криопротектор удаляли однократным 
разбавлением ЗФР (1:1) с последующим цен-
трифугированием (1000 об/мин, 10 мин).

Введение СКП
Нативную или криоконсервированную СКП 

вводили внутривенно в дозе 1х106  клеток на 
мышь на 7-е сутки развития патологии. 

Проточная цитометрия и фенотипирование 
клеток

Содержание иммунокомпетентных клеток 
(CD3+

,
 CD4+

,
  CD8+

,
 CD4+CD25+

,
)  определяли в 

селезенке и лимфоузлах  на 28 сутки с помощью 
моноклональных антител фирмы ВD Pharmin-
gen по протоколам производителей на проточ-
ном цитофлуориметре FACS Calibur (Becton 
Dickinson, USA). 

Введение  клеток селезенки вторичным ре-
ципиентам

На 28-е  сутки  после индукции патологии из 
селезенки животных   исследованных групп  по-
лучали суспензию клеток, гомогенизируя орган 
в 5 мл питательной среды 199 (Предприятие по 
производству бактериальных и вирусных препа-
ратов ИПВЭ, Россия) в гомогенизаторе Потте-
ра. Клеточную взвесь центрифугировали (1000 
об/мин, 10 мин), надосадок удаляли. К осадку 
клеток добавляли 2 мл среды, пипетировали 
и подсчитывали количество ядросодержащих 
клеток в камере Горяева.  5х106 клеток селезен-
ки животных исследованных групп  были введе-
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ны внутривенно вторичным реципиентам - ин-
тактным мышам той же линии.  Через 2 месяца 
у вторичных реципиентов (1-я группа – введе-
ние клеток селезенки интактных животных, 2-я 
– введение клеток селезенки  животных с АА, 
3-я группа – введение клеток селезенки живот-
ных с АА, леченных нСКП, 4-я группа – введение 
клеток селезенки животных, леченных КП) были 
оценены в периферической крови количество 
лейкоцитов, эритроцитов, СОЭ, содержание 
иммунных комплексов (молекулы средней мас-
сы), масса животных, масса селезенки, индекс 
селезенки (масса селезенки/масса животно-
го), клеточная плотность селезенки (количество 
клеток в селезенке/масса селезенки). 

Статистическая обработка
Результаты обрабатывали  с помощью про-

грамм Exel, STATGRAPHICS.Plus. Силу связи 
между индексом артрита и содержанием попу-
ляций регуляторных клеток определяли при по-
мощи корреляционного теста Спирмена.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Развитие отека сустава при АА в экспери-
менте является одним из клинических проявле-

ний развития патологии. У мышей с индукцией 
АА наблюдали  нарастание отека сустава, до-
стигавшее максимального размера к 14-м сут-
кам. В этот период индекс артрита превышал 
контрольные значения в 1,5 раза и сохранялся 
высоким в течение всего времени наблюдения 
до 28-х суток.  На 28-е сутки после  примене-
ния любой из исследованных СКП наблюдалось 
снижение отека сустава, хотя достоверно зна-
чимые отличия  наблюдались только после вве-
дения криоконсервированных клеток плаценты. 
Более того, индекс артрита снижался в различ-
ной степени в зависимости от вида используе-
мой криоконсервированной СКП. Максималь-
ный лечебный эффект был установлен после 
применения КП.

В патогенезе РА существенная роль отво-
дится Т-клеткам. Именно эти клетки являются 
ключевыми в клеточной кооперации с индукци-
ей цитокинов, приводящих к развитию местных 
(суставных) и системных нарушений. Это под-
тверждают полученные данные об изменении 
содержания регуляторных популяций  Т-клеток 
и их баланса том, что  при АА в селезенке и лим-
фоузлах происходит (таблица 1). 

Таблица 1

Индекс артрита и фенотипические показатели клеток лимфоидных органов  животных с АА 

до и после введения СКП 

Показатель
Контроль

АА
АА+

нСКП
АА+КД АА+КП

Индекс артрита 1 1,520,17* 1,400,2* 1,320,12* 1,150,14#

CD3+ селезенка 15,533,1 13,512,8 19,874,4 17,362,2 10,331,1ж

лимфоузлы 31,673,8 47,286,7* 56,456,9 54,895,5 48,565,9

CD4+ селезенка 9,521,1 9,742,2 15,791,4 11,61,4Д 26,373,9 Дж

лимфоузлы 33,075,3 17,321,4* 30,612,8# 26,372,0# 26,372,1#

CD8+ селезенка 8,491,2 9,361,1 8,84 1,1 6,982,1# 20,282,1# Дж

лимфоузлы 19,32,0 7,871,6* 22,922,5# 24,372,7# 20,283,8#

ИРИ
CD4+/CD8+

селезенка 1,120,2 1,1702* 1,790,3# 1,660,3# 1,970,3#

лимфоузлы 1,750,1 1,10,1* 0,960,1 1,340,4 1,010,1

CD4+CD25+ селезенка 1,460,1 1,190,1* 1,980,2# 1,370,1# Д 1,040,3 Д

лимфоузлы 5,220,4 1,70,3* 2,260,2# 2,430,1# 2,680,1#

Примечания: * -  отличия достоверны в сравнении с контролем –показателями у интактных  животных ; # - с показателем у  

животных c АА ; Д  - показателем у животных с нСКП; ж – с показателем у животных с КД.    

Так, в селезенке животных с АА  установле-
ны достоверно значимые различия с контроль-
ной группой  для следующих показателей: CD8+, 
CD4+CD25+ (р0,05). При оценке взаимосвязи 
иммунологических параметров  с индексом 
артрита установлена корреляция содержания 
CD8+  клеток в селезенке с индексом артрита (r= 
0.644, р=0.02) (таблица 2). 

Выраженные изменения в составе ИКК были 
отмечены и в лимфоузлах. На фоне повышения 
количества CD3+ существенно снижалось коли-

чество CD4+  клеток (в 1,9 раза), CD8+ клеток (в 
2,5 раза), что указывает на дефект созревания 
регуляторных клеток с замедлением дифферен-
цировки Т-клеток, что может вести к нарушению 
толерантности к собственным антигенам и раз-
витию аутоиммунной патологии. Была установ-
лена корреляция  индекса артрита с содержани-
ем в лимфоузлах  CD4+  клеток (r = -0,702),  CD8+  
клеток (r = -0,5), ИРИ  (r = -0,567) (таблица 2). 

Введение нативной или  криоконсервиро-
ванной СКП в ряде случаев способствовало 
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нормализации иммунологических показателей в селезенке и лимфоузлах (табл.1).  Введение лю-
бой из суспензий способствовало восстановлению количества СD4+, СD8+, CD4+ CD25+  клеток в 
лимфоузлах.

Таблица 2 

Корреляция между иммунологическими показателями и  индексом артрита у 

экспериментальных животных с АА

Показатель Орган Корреляция с индексом артрита

CD3+
селезенка -0.274, p=0.02

лимфоузлы -0.1, p=0.03

CD4+
селезенка 0.408, p=0.06

лимфоузлы -0.702, p=0.03

CD8+
селезенка 0.644, p=0.02

лимфоузлы -0.50, p=0.02

ИРИ
CD4+/CD8+

селезенка -0.227, p=0.03

лимфоузлы -0.567, p=0.02

CD4+CD25+
селезенка -0.340, p=0.04

лимфоузлы 0.154, p=0.02

Различия между группами с введением на-
тивной и криоконсервированных суспензий пла-
центы (р0,05) проявились в  селезенке в отно-
шении СD4+  и CD4+CD25+ клеток. Достоверные 
различия в группах с введением нСКП и КП были 
отмечены в содержании СD8+ клеток. 

Значимые различия между группами с вве-
дением КД и КП были  установлены только в се-
лезенке для  популяций СD3+ , СD4+, СD8+.

Полученные результаты согласуются с полу-
ченными ранее данными об изменении содер-
жания в сыворотке уровня цитокинов, ассоции-
рованных с патологией АА,  после применения 
нативной и криоконсервированной в различных 
условиях СКП  [9]. Показано, что к 28-м суткам 
развития патологии  введение криоконсервиро-
ванных клеток плаценты (независимо от усло-
вий криоконсервирования) в отличие от нСКП,  
способствовало восстановлению уровня ИЛ-10 
до контрольных значений. Вместе с тем, в зави-
симости от условий криоконсервирования кле-
ток после их введения у животных наблюдались 
различия в содержании ФНО и ТФРбета. 

Вышеизложенное свидетельствует о том, 
что различия в степени проявления клиниче-
ских признаков АА после применения нативной 
или криоконсервированной СКП наблюдается 
на фоне различного иммуномодулирующего 
эффекта в отношении ИКК в лимфоузлах и се-
лезенке. Характер изменения эффекторной 
функция активированных клеток у животных с 
АА до и после применения СКП мы исследовали 
в модели переноса этих клеток    вторичным ре-
ципиентам. Известно, что клетки трофобласта 
способны индуцировать апоптоз активирован-
ных Т-лимфоцитов [10]. Кроме того, гормоны и 
другие растворимые продукты, обнаруженные 
в экстрактах плаценты, ослабляют пролифе-

рацию активированных клеток или вызывают 
анергию Т-лимфоцитов при сохранении их жиз-
неспособности [11 ]. В работах показано также 
[1],  что клетки цитотрофобласта и их продукты: 
кондиционированная клетками цитотрофобла-
ста среда и чистые препараты гормонов пла-
центы – эстрадиол и прогестерон угнетают про-
лиферацию Т-клеток.

На NOD-мышах, экспериментальной модели 
с проявлением сахарного диабета у человека, 
показано, что аутореактивные Т-лимфоциты не-
сут патогенное начало, индуцируя диабет при их 
переносе от диабетических мышей здоровым 
реципиентам [12]. 

При переносе клеток селезенки животных 
с АА (2-я группа) у вторичных реципиентов 
снижалась масса тела, развивался отек суста-
вов, ухудшались клинические показатели кро-
ви (Рис.1, табл.3).  У животных 3-й группы  ряд 
гематологических показателей сохранялся на 
уровне показателей интактных животных. В 4-й 
группе отмечена нормализация содержания 
ЦИК, отсутствие отечности суставов. 

Показатели, представленные на рис.2 сви-
детельствуют о развитии  спленомегалии у жи-
вотных 2-й группы: установлено увеличение 
массы селезенки по сравнению с контрольной 
группой в 2,43 раза и увеличение индекса се-
лезенки в 2,16 раза. Кроме того, у животных 
этой группы индекс селезенки превышал пока-
затель клеточной плотности в 4,1 раза, что от-
ражает преимущественное разрастание в се-
лезенке стромальных элементов и нарушение 
формирования соединительно-тканных струк-
тур [14]. У животных 3-й группы наблюдались 
подобные изменения. В 4-й группе животных 
такого рода признаки аутоиммунной реакции 
не наблюдались - спленомегалия отсутствова-
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ла, клеточность органа сохранялась на уров-
не контроля, что может свидетельствовать о 
снижении  аутореактивной агрессии клеток в 

условиях формирования  иммунокомпетентной 
сферы  доноров, включая популяцию иммуно-
регуляторных клеток. 

Рис. 1 Характерный отек сустава  (А) и динамика изменения массы тела вторичных 
реципиентов (Б)  при переносе клеток селезенки животных с АА  вторичным  реципиентам.
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Таблица 3

Показатели состояния периферической крови у животных  после переноса 

клеток селезенки вторичным реципиентам

№ группы

Доноры клеток 

селезенки для 

вторичных 

реципиентов

Лейкоциты

Х109/л

Эритроциты

х1012/л

СОЭ

мм/час

Молек. средн. 

массы, ед.опт.

пл.

Коэфф. 

иммунных 

комплексов

1 Интактные 3,01±0,5 9,24±1,0 1±0,1 0,024±0,02 1,38±0,1

2 АА 5,0±0,7* 6,68±1,1* 1,5±0,1* 0,5±0,1* 2,38±0,2*

3 АА+нСКП 3,25±0,3 9,2±1,12 1,44±0,1* 0,218±0,1* 1,19±0,1

4 АА+КП 6,75±0,3* 6,04±0,8* 0,8±0,1 0,046±0,01 1,21±0,1

Примечание: * - достоверные отличия по сравнению с 1-ой группой, р<0,05.

0

50

100

150

200

250

300

1 2 3 4

группа животных

%

масса селезенки,мг

Индекс селезенки

кол-во клеток в селезенке

клет. плотность

Примечания: 1-я группа – введение клеток селезенки интактных животных, 2-я – введение клеток селезенки  животных 
с АА, 3-я группа – введение клеток селезенки животных с АА, леченных нСКП, 4-я группа – введение клеток 
селезенки животных, леченных КП).

Рис.2 Показатели, характеризующие состояние  селезенки после переноса 
аутореактивных клеток вторичным реципиентам.

ВЫВОДЫ

Применение КД и КП при адъювантном ар-1. 
трите (АА) обуславливает снижение выра-
женности клинических проявлений патоло-
гии и восстановление количества регулятор-
ных клеток в селезенке (CD8+) и  лимфоузлах 
(CD4+, CD8+, CD4CD25+). 

Выбор условий криоконсервирования СКП и 2. 
введение материала животным с АА опред-
еляет содержание CD3+, CD4+ клеток в се-
лезенке, что может быть  фактором диффе-
ренцированного подхода к использованию 
условий криоконсервирования  СКП для 
обеспечения  иммунокрригирующей функ-
ции вводимого материала. 
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Экспериментально доказана возможность 3. 
использования КП для  управления функцио-
нальной активностью аутореактивных клеток 
селезенки при АА.
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РЕЗЮМЕ

ВИКОРИСТАННЯ КРІОКОНСЕРВОВАНИХ КЛІТИН 

ПЛАЦЕНТИ ДЛЯ ЗНИЖЕННЯ АУТОРЕАКТИВНОСТІ 

КЛІТИН СЕЛЕЗІНКИ ПРИ АД’ЮВАНТНОМУ 

АРТРИТІ

О.Д.Луценко

Інститут проблем кріобіології і кріомедицини НАН України, 
м.Харків

Застосування кріоконсервованих клітин плаценти 
при ад’ювантному артриті знижує виразність клініч-
них проявів патології, відновлює кількість регулятор-
них клітин в селезінці (CD8+) і в лімфовузлах (CD4+, 
CD8+, CD4CD25+), мінімізує функціональну актив-
ність аутореактивних клітин. Вибір умов кріоконсер-
вування обумовлює здатність клітин плаценти регу-
лювати кількість CD3+, CD4+ клітин в селезінці після 
введення матеріалу тваринам з АА.

SUMMARY

USE OF CRYOPRESERVED PLACENTAL CELLS TO 

DECREASE AUTOREACTIVITY OF SPLEEN CELLS AT 

ADJUVANT ARTHRITIS

O.D.Lutsenko

Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine 
of the NAS of Ukraine, Kharkov

The application of cryopreserved placental cells at ad-
juvant arthritis (АА) causes a decrease of clinical displays 
of  pathology, restores the amount of regulatory cells in 
spleen (CD8+) and in lymphonodes (CD4+, CD8+, CD4+ 
CD25+), minimizes the functional activity of autoreactiv-
ity cells. The choice of cryopreservation conditions deter-
mines  the ability  of placental cell suspension (PCS) to 
adjust the content of CD3+, CD4+ cells in spleen after its 
injection to the animals with АА.


