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ПРИМЕНЕНИЕ КРИОКОНСЕРВИРОВАННЫХ КЛЕТОК
ФЕТАЛЬНОЙ ПЕЧЕНИ ДЛЯ ИММУНОКОРРЕКЦИИ

СОСТОЯНИЯ РЕЦИПИЕНТОВ С РТПХ В ЭКСПЕРИМЕНТЕ
Проведена сравнительная оценка иммунокорригирующей активности криоконсер�
вированных и нативных клеток фетальной печени (КФП) разных сроков гестации в
экспериментальной модели локальной РТПХ (лРТПХ). Индукцию лРТПХ прово�
дили на мышах линии С57Вl/6 путем подкожного введения в подушечку задней лапы
клеток лимфоузлов (ЛУ) линии СВА/Н. Через 1 сутки после инициации лРТПХ
мышам внутривенно вводили нативные (нКФП) или криоконсервированные (кКФП)
КФП 14 или 18 суток гестации мышей линии СВА/Н. На 5�е сутки после инициации
патологии оценивали следующие показатели: индекс РТПХ, содержание Тreg
(FОХP3+, CD4+CD25+�клеток) лимфоузлов (ЛУ) на проточном цитофлуориметре
FACS Calibur (Becton Dickinson, США), экспрессию гена tgf�β — методом ПЦР; содер�
жание ИЛ�2, ИЛ�10, ФНО�α в сыворотке крови животных — иммуноферментным
методом на анализаторе Stat Fax 2100 (США). Установлено, что при индукции
лРТПХ манифестируются признаки, характерные для патологий аутоиммунного
генеза. В условиях развития лРТПХ КФП минимизируют клинические признаки
патологии и интенсивность развития иммуновоспалительной реакции. Терапевтиче�
ская активность КФП в большей степени коррелировала с содержанием в ЛУ
FOXP3+�клеток и экспрессией гена tgf�β, но не с содержанием CD4+CD25+�клеток и
степенью их флуоресценции. По мере увеличения срока гестации с 14 до 18 пкд имму�
нокорригирующая активность КФП снижалась. Однако после криоконсервирования
КФП�18 приобретали иммунокорригирующую активность нКФП�14.
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препаратов, обладающих способностью
комплексно корригировать состояние гемо�
поэтической и иммунной систем [2]. Кор�
рекция иммунокомпетентной сферы при
аутоиммунной агрессии предусматривает
необходимость подавления эффекторного
и/или активации регуляторного звена ИКК
с супрессорной активностью. Неоднократно
отмечалась уникальная способность мезен�
химальных стволовых клеток (МСК) оказы�
вать гемато� и иммунокорригирующий
эффект [5]. Потенциально гемато� и имму�
нокорригирующей активностью и, соот�
ветственно, возможностью применения для
лечения РТПХ обладает фетальная печень
(ФП), в которой СКК и МСК являются
основными структурно�функциональными
единицами [2].

Неоднократно отмечалось, что в общем
технологическом процессе апликации фета�

Одной из серьезных проблем, связанных
с трансплантацией аллогенного костного
мозга (КМ), является развитие иммунного
конфликта в виде болезни «трансплантат
против хозяина» (БТПХ) [1]. Данная пато�
логия имеет ряд признаков аутоиммунного
заболевания (АИЗ) и ассоциируется с появ�
лением в организме аутореактивного клона
иммунокомпетентных клеток (ИКК) [2].
Экспериментальным аналогом данного сис�
темного АИЗ является локальная РТПХ
(лРТПХ), которую индуцируют введением
аллогенных лимфоидных клеток в регио�
нарном к месту их введения лимфоузле [3].

Одной из основных причин развития
АИЗ является разбалансировка состояния
субпопуляций ИКК с регуляторной актив�
ностью [4]. Факт причастности к развитию
АИЗ нарушения гемопоэза [2] определил
необходимость применения при их лечении
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льных тканей в клинической практике
обязательным компонентом является их
криоконсервирование [6]. При этом извест�
но, что эффективность криоконсервирова�
ния биообъекта определяется его исходным
структурно�функциональным состоянием
[7], т. е. КФП разных сроков гестации,
априори имея разный исходный статус и
различную криочувствительность, по�раз�
ному могут изменять свой терапевтический
потенциал.

Целью исследования была оценка осо�
бенностей модуляции субпопуляций регу�
ляторных Т�клеток и в целом иммуноком�
петентной сферы животных с лРТПХ после
применения нативных и криоконсервиро�
ванных КФП разных сроков гестации.

Материал и методы. Эксперименты про�
водили на мышах линий С57Вl/6, СВА/Н
3�месячного возраста массой 22–24 г в со�
ответствии с Международными принципа�
ми «Европейской конвенции о защите поз�
воночных животных, используемых для
экспериментальных и других научных це�
лей» (Страсбург, 1986).

КФП 14 (КФП�14) и 18 (КФП�18) суток
гестации выделяли на рабочей среде 199 с
10 % эмбриональной телячьей сывороткой
и 2 % цитратом натрия и криоконсервиро�
вали по [6]. Клетки лимфоузлов выделяли
путем их гомогенизации на той же среде.

Локальную РТПХ (лРТПХ) индуциро�
вали у мышей линий С57Вl/6 по общепри�
нятой методике [3]. Контрольным мышам
вводили физиологический раствор. Индекс
РТПХ определяли на 5�е сутки после ини�
циации патологии [3] по отношению коли�
чества клеток в опытном лимфоузле к конт�
рольному.

Нативные (нКФП) или криоконсервиро�
ванные (кКФП) КФП разных сроков гестации
(КФП�14 или КФП�18) мышей линии СВА/Н

вводили внутривенно в дозе 5⋅106 кл/мышь
через 1 сутки после инициации лРТПХ.

Фенотипические характеристик клеток
лимфоузлов определяли на проточном цито�
флуориметре FACS Calibur (Becton Dickin�
son, USA) с использованием моноклональ�
ных антител (BD Bioscience, USA) к FOXP3,
CD4, CD25 структурам согласно инструк�
ции фирмы�производителя. Помимо про�
центного содержания FOXP3+, CD4+CD25+�
клеток оценивали степень экспрессии этих
молекул по средней интенсивности флуо�
ресценции (СИФ).

Экспрессию гена tgf�β определяли мето�
дом ОТ�ПЦР. Амплификацию фрагментов
ДНК проводили в термостате «Терцик» ЗАО
«НПФ ДНК�технология» (Россия). После�
дующие этапы реакции выполняли соглас�
но общепринятым рекомендациям [8]. Де�
текцию продуктов амплификации и коли�
чественный анализ проводили методом
капиллярного электрофореза в чип�анали�
заторе «Agilent 2100» (США).

Содержание цитокинов: ИЛ�2, ИЛ�10,
ФНО�α — в сыворотке крови животных с
лРТПХ определяли иммуноферментным
методом на анализаторе Stat Fax 2100 (USA)
с помощью наборов реагентов фирмы ВD
Pharmingen по прилагаемым протоколам.

Полученные данные статистически
обрабатывали по методу Стьюдента.

Результаты и их обсуждение. Известно,
что в экспериментальной модели лРТПХ
манифестируемая ответная реакция лимфо�
узлов на введение аллогенных лимфоцитов
является обоюдно направленной реакцией
донорских и клеток реципиента. Установ�
ленное нами двукратное увеличение индек�
са РТПХ в сравнении с контролем является
четким свидетельством развития этой реак�
ции [1]. Как видно (таблица), в условиях
развития лРТПХ более чем в 3 раза снижа�

Примечания: 1. СИФ — средняя интенсивность флуоресценции.
2. р<0,05; достоверно при сравнении с показателем: * контроля; # группы лРТПХ.

Сравнительная оценка показателей, характеризующих развитие лРТПХ
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лась концентрация FOXP3+�клеток, кото�
рые характеризуются как Тreg [4]. Оценка
СИФ FOXP3+�клеток продемонстрировала
снижение содержания в них FoxP3 белка,
концентрация которого коррелирует с
активностью FOXP3+�клеток [4].

На протяжении длительного времени
дискутируется вопрос по поводу идентич�
ности пула FOXP3+ и CD4+CD25+�клеток,
проявления их иммуносупрессивной актив�
ности и соподчиненности понятию Т�регу�
ляторные (Тreg) клетки [4]. Как видно, в
контроле показатели процентного содержа�
ния этих субпопуляций в лимфоузлах были
достаточно близки. Вместе с тем оценка
СИФ по маркеру СD25, имеющему приори�
тетную значимость для включения этих
клеток в категорию Тreg, показала, что она
в 3 раза уступала СИФ FOXP3+�клеток. При
этом при лРТПХ данные показатели снижа�
лись в 1,6 и 2,1 раза для CD4+CD25+ и
FOXP3+�клеток соответственно.

Известно, что в реализации супрессорной
функции Тreg активное участие принимает
трансформирующий ростовой фактор�β
(TGF�β) [9]. Этот медиатор индуцирует
экспрессию рецептора ИЛ�2 (СD25) и гена
белка FoxP3 в CD4+CD25–�Т�хелперах,
переводя их в категорию Тreg. Полученные
нами результаты показали снижение в усло�
виях развития лРТПХ степени экспрессии
гена tgf�β в клетках лимфоузлов в 2,5 раза
в сравнении с контролем.

Как и для многих АИЗ, в том числе и
системных [10], при лРТПХ было отмечено
перераспределение цитокинового профиля
организма (таблица). Так, повышался уро�
вень воспалительных цитокинов ФНО�α,
ИЛ�2 и снижался противовоспалительного
ИЛ�10.

КФП как препарат лечения лРТПХ
оказывали выраженный корригирующий

эффект в отношении всех исследуемых по�
казателей. Индекс РТПХ в наибольшей сте�
пени приближался к уровню контроля у
животных после применения нКФП�14 и
кКФП�18. Интересно, что до криоконсерви�
рования КФП�18 проявляли более низкий
корригирующий эффект, тогда как КФП�14
после криоконсервирования теряли его.

Максимальная коррекция процентного
содержания FOXP3+�клеток наблюдалась
также после введения нКФП�14 и кКФП�18.
Обращает на себя внимание тот факт, что
после применения кКФП�18 СИФ в FOXP3+�
клетках была почти в 1,5 раза ниже, чем
после введения нКФП�14. Бесспорно, что
кКФП�18 активируют формирование Тreg,
которые идентифицируются цитофлуори�
метрически как FOXP3+�клетки, но с более
низкой концентрацией скурфина [4]. Кор�
ригирующий эффект нКФП�18 был мини�
мальным, судя по процентному содержанию
FOXP3+�клеток, однако по СИФ он имел
максимальную выраженность.

Иная картина наблюдалась при анализе
содержания CD4+CD25+�Т�лимфоцитов.
Известно, что эти клетки предупреждают
развитие заболеваний аутоиммунного гене�
за, в системе in vitro ингибируют эффектор�
ные клетки, проявляют ряд других иммуно�
супрессивных эффектов. Однако в условиях
развития лРТПХ и применения КФП их по�
ведение существенно отличалось от FOXP3+�
клеток. Во�первых, не было обнаружено, как
для FOXP3+�клеток, «синхронизированно�
го» проявления корригирующего эффекта
нКФП�14 и кКФП�18. Во�вторых, была оче�
видной превалирующая «индуцибельность»
в отношении повышения концентрации
CD4+CD25+�клеток после применения крио�
консервированных КФП. Такого рода фено�
менология могла быть обусловлена имею�
щими в некоторых случаях место измене�

до и после применения КФП разного вида и срока гестации
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ниями после криоконсервирования имму�
ногенных характеристик аллогенного мате�
риала [2] и возможной активации субпопуля�
ции клеток реципиента с низким профилем
экспрессии рецептора ИЛ�2 (CD4+CD25low),
которые функционально не являются Тreg
[4]. Однако СИФ этих клеток по CD25 мар�
керу в группах животных с введением крио�
консервированных КФП не существенно
отличался от его уровня у контрольных
мышей. Как приведено в [4], формирование
CD4+CD25+�клеток в периферическом отде�
ле ИС может реализоваться путем «пере�
дифференцировки» CD4+CD25–�клеток в
Тreg с фенотипом CD4+CD25+FOXP3+. В та�
ком случае потенциал индукции экспрессии
маркера ИЛ�2 у КФП (вне зависимости от
срока гестации) после криоконсервиро�
вания становится более выраженным.

Степень экспрессии гена tgf�β после вве�
дения КФП в большей мере коррелировала
с характером восстановления содержания
FOXP3+ Тreg. Как известно, TGF�β играет
важную роль в развитии и реализации суп�
рессивной функции Тreg в периферическом
компартменте ИС [9] и представляет собой
один из основных триггеров экспрессии ИЛ�
2R. Особую значимость при этом играют
элементы стволового компартмента стро�
мы, прежде всего упоминавшиеся выше
МСК [5]. Важным компонентом иммуномо�
дулирующей активности МСК является вы�
рабатываемый ими уникальный по своему
потенциалу фермент индоламин 2,3�диок�
сигеназа (ИДО), которому принадлежит
ключевая роль в активации супрессорного
звена ИС [11]. Недавно нами была под�
тверждена активация гена ИДО в кКФП�18

[12]. Эти данные также говорят о том, что
криоконсервирование в одном и том же ре�
жиме в зависимости от срока гестации КФП
может индуцировать либо экспрессию но�
вых, либо ингибировать действие уже
имеющихся активных начал, точкой прило�
жения которых могут быть сигнальные
пути наработки FoxP3 белка и/или ИЛ�2R.

Не удивительно, что модификация сос�
тояния субпопуляций регуляторных клеток
после применения КФП находит отражение
и в изменении цитокинового профиля орга�
низма in general.

Максимально выраженный эффект кор�
рекции оцененных показателей наблюдает�
ся после применения нКФП�14 и кКФП�18.

Выводы
При индукции лРТПХ манифестируют�

ся признаки, характерные для патологий
аутоиммунного генеза.Очевидно, что лечеб�
ный эффект КФП, сопровождающийся
минимизацией клинических признаков
данной патологии и интенсивности разви�
тия иммуновоспалительной реакции, реа�
лизуется через коррекцию состояния субпо�
пуляций ИКК с регуляторной активностью
(Тreg). Терапевтическая активность КФП в
большей степени коррелировала с восста�
новлением количественного содержания в
лимфоузлах FOXP3+�клеток и экспрессией
гена tgf�β, но не с содержанием CD4+CD25+�
клеток и степенью их флуоресценции. По
мере увеличения срока гестации с 14�х по
18�е сутки иммунокорригирующая актив�
ность КФП снижалась. Однако после крио�
консервирования КФП�18 приобретали им�
мунокорригирующую активность нКФП�14.
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М.В. Останков, А.М. Гольцев, Т.Г. Дубрава, О.Д. Луценко, Ю.О. Гаєвська, О.Ю. Димитров,
П.О. Борисов, О.В. Челомбітько
ЗАСТОСУВАННЯ КРІОКОНСЕРВОВАНИХ КЛІТИН ФЕТАЛЬНОЇ ПЕЧІНКИ ДЛЯ ІМУНОКОРЕКЦІЇ
СТАНУ РЕЦИПІЄНТІВ З РТПХ У ЕКСПЕРИМЕНТІ

Проведена порівняльна оцінка імунокоригуючої активності кріоконсервованих і нативних
клітин фетальної печінки (КФП) різних термінів гестації в експериментальній моделі локальної
РТПХ (лРТПХ). Індукцію лРТПХ проводили на мишах лінії С57Вl/6 шляхом підшкірного
введення в подушечку задньої лапи клітин лимфовузлів (ЛВ) лінії СВА/Н. Через 1 добу після
ініціації лРТПХ мишам внутрішньовенно вводили нативні (нКФП) або кріоконсервовані (кКФП)
КФП 14 або 18 діб гестації мишей лінії СВА/Н. На 5�ту добу після ініціації патології оцінювали
такі показники: індекс РТПХ, вміст Тreg (FОХР3+, CD4+CD25+�клітин) лімфовузлів (ЛВ) на
проточному цитофлуориметрі FACS Calіbur (Becton Dіckіnson, США), експресію гена tgf�β —
методом ПЛР; вміст ІЛ�2, ІЛ�10, ФНО�α у сироватці крові тварин — імуноферментним методом
на аналізаторі Stat Fax 2100 (США). Встановлено, що при індукції лРТПХ маніфестуються
ознаки, характерні для патологій аутоімунного генезу. В умовах розвитку лРТПХ, КФП міні�
мізують клінічні ознаки патології та інтенсивність розвитку імунозапальної реакції. Терапев�
тична активність КФП більшою мірою корелювала з вмістом у ЛВ FOXP3+�клітин і експресією
гена tgf�β, але не з вмістом CD4+CD25+�клітин і ступенем їхньої флуоресценції. При збільшенні
терміну гестації з 14 до 18 пкд імунокоригуюча активність КФП знижувалася. Однак після
кріоконсервування КФП�18 здобували імунокоригуючу активність нКФП�14.

Ключові слова: РТПХ, клітини фетальної печінки, імунокорекція, Тreg.

M.V. Ostankov, A.N. Goltsev, T.G. Dubrava, E.D. Lutsenko, Yu.A. Gaevskaya, A.Yu. Dimitrov,
P.A. Borisov, O.V. Chelombitko
APPLICATION OF FETAL LIVER CRYOPRESERVED CELLS TO IMMUNOLOGICALLY CORRECT
STATE OF RECIPIENTS WITH GVHD IN EXPERIMENT

There has been estimated an immune correcting activity of cryopreserved and native fetal liver
cells (FLCs) of different gestation terms in experimental model of local GVHR (lGVHR). lGVHR was
induced in C57Bl/6 mice by means of subcutaneous introduction of CBA/H lymph nodes (LN) cells
into the hindpaw pad. In 24 hrs after initiation of lGVHR the mcie were intravenously injected with
either native (nFLCs) or cryopreserved FLCs (cFLCs) of the 14th and 18th gestation days of CBA/Н
mice. To the 5th day after initiation of pathology the following indices were estimated: GVHR index,
content of Treg (FOXP3+, CD4+CD25+ cells) of LNs with flow cytometer FACS Calibur (Becton Dickn�
son, USA), the expression of tgf�β gene by means of PCR; content of IL�2, IL�10, TNF�β in blood
serum of animals by means of immune enzyme method with analyzer Stat Fax 2100 (USA). It has
been established, that during induction of lGVDR there are manifested the signs characteristics for
the pathologies of immune genesis. Under development of GCH, FLCs minimize clinical signs of
pathologies and intensity of development of immune inflammatory reaction. Therapeutic activity of
FLCs in greater extent correlated to the content in LNs of FOXP3+ cells and expression of tgf�β gene,
but not to the content of CD4+CD25+ cells and rate of their fluorescence. With the increasing of
gestation terms from 14 post�coital days to 18 ones immune correcting activity of FLCs reduced.
However after cryopreservation the FLCs�18 gained immune correcting activity of nFLC�14.

Key words: GVHR, fetal liver cells, immune correction, Treg.




