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Проведена сравнительная оценка на молекулярном уровне иммунокорригирующего действия

криоконсервированных продуктов фетоплацентарного комплекса в отношении Т-регуляторного
звена иммунитета при аутоиммунных заболеваниях. Применяемые для лечения аутоиммунных
заболеваний продукты фетоплацентарного комплекса (плацента, фетальная печень, феталь-
ные нервные клетки) способны повышать количество Трег-клеток, причем криоконсервирован-
ные в большей степени. Предполагается, что стимуляция Т-регуляторного звена иммунитета
животных с аутоиммунными заболеваниями осуществляется по ИДО-зависимому механизму.
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One of suppressor mechanisms controlling the tolerance during autoimmune diseases (AIDs) is

the functioning of T-regulatory cells (CD4+CD25+). Rise in the content of Treg-cells in a recipient’s
organism when treating AIDs is possible by triggering the molecular mechanisms with participation of
cells producing indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) enzyme. Fetoplacental complex products (FPCP):
placental cell suspension (PCS), fetal liver cells (FLCs) and fetal neuronal cells (FNCs) are the poten-
tial products of IDO. When using cryopreserved FPCP the change in metabolic processes of cells and
proteins with immune modulating properties after freeze-thawing should be taken into account.

The research aim is comparative assessment of immune correcting effect of cryopreserved FPCP
in respect of T-regulatory link of immunity at various AIDs.

The studies were performed in animals with the induction of adjuvant arthritis, experimental aller-
gic encephalomyelitis and acute graft versus host reaction with following introduction of cryopreserved
PCS, FLCs and FNCs, correspondingly. The number of CD4+CD25+ cells in spleen of the animals
with AIDS prior to and after introduction of corresponding FPCP was examined with flow cytometer
FACS Calibur. Content of ido gene transcripts in cryopreserved FPCP was examined by RT-PCR.

It has been shown that FPCP are capable of increasing the number of Treg-cells in a recipient’s body
with AIDs, moreover the cryopreserved ones are doing in bigger extent. It is supposed that T-regulatory
link of immunity of the animals with AIDs is stimulated according to IDO-dependent mechanism.

Key words: autoimmune diseases, Treg-cells, ido gene, products of fetoplacental complex.

Розвиток автоімунних за-
хворювань (АІЗ) пов’язаний з
порушенням супресорних ме-
ханізмів, які контролюють то-
лерантність Т- і В-лімфоцитів до

автоантигенів [1; 2]. Підтримка
імунологічної толерантності
здійснюється за рахунок кіль-
кох механізмів: делецією авто-
реактивних клонів у тимусі [3]

й анергією периферичних кло-
нів автореактивних Т-лімфоци-
тів [4]. Ідентифіковано ще один
механізм за участі Т-регуля-
торних клітин (Трег), які здатні
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пригнічувати автоантигенспе-
цифічну проліферацію й ефек-
торні функції автореактивних
лімфоцитів [5]. Трег-клітини, що
мають фенотип CD4+CD25+,
вперше були ідентифіковані в
1995 р. [1]. Сьогодні механізм
дії CD4+CD25+-клітин розшиф-
рований не повністю, але відо-
мо, що для реалізації їхньої су-
пресорної функції необхідні як
безпосередні міжклітинні кон-
такти, так і гуморальні факто-
ри, які вони продукують (ІЛ-10,
ТРФ-β) [6].

Керування станом CD4+CD25+-
клітин є найперспективнішим
завданням у загальному спек-
трі методів імуномодулюючої
терапії. Відомо, що супресор-
ний ефект Tрег-клітин може
здійснюватися за рахунок про-
дукції ферменту індоламін-2,3-
діоксигенази (ІДО) [7; 8], висо-
ка активність якого притаман-
на продуктам фетоплацентар-
ного комплексу (ПФПК), а са-
ме: клітинам плаценти, феталь-
ної печінки та фетальним нер-
вовим клітинам [9–11]. Неод-
норазово зазначалося, що у за-
гальному технологічному про-
цесі застосування ПФПК у клі-
нічній практиці обов’язковим
компонентом є їхнє кріокон-
сервування [11; 12]. Це, насам-
перед, зумовлено необхідністю
зберігання матеріалу і його за-
стосування у міру затребувано-
сті, а також обов’язкової серти-
фікації та стерильності. Крім
того, передбачається здатність
кріоконсервування як стресор-
ного фактора до модуляції ме-
таболічних процесів клітини, у
тому числі й білків з імуномоду-
люючими властивостями [11].

Мета роботи — провести
порівняльну оцінку імунокори-
гувальної дії кріоконсервова-
них продуктів фетоплацентар-
ного комплексу щодо Т-регу-
ляторної ланки імунітету при
різних формах експеримен-
тальних АІЗ.

Матеріали та методи
дослідження

Дослідження проводили від-
повідно до «Загальних прин-
ципів експериментів на твари-
нах», схвалених III Національ-
ним конгресом з біоетики (Київ,
2007) та узгоджених з положен-
нями «Європейської конвенції
про захист хребетних тварин,
що використовуються для до-
слідних та інших наукових ці-
лей» (Страсбург, 1985).

Індукцію ад’ювантного арт-
риту (АА) у мишей лінії СВА/Н
здійснювали субплантарним
введенням повного ад’юванту
Фрейнда [13]. Набряк суглоба
оцінювали як відношення діа-
метра дослідного суглоба до
інтактного і визначали у вигля-
ді індексу артриту (ІА).

Кріоконсервування суспензії
клітин плаценти (СКП) 18-ї до-
би гестації проводили під за-
хистом 10 % диметилсульф-
оксиду (ДМСО) [12]. Нативну та
кріоконсервовану СКП вводили
внутрішньовенно на 7-му добу
розвитку АА дозою 1⋅106 клітин
на мишу.

Індукцію експерименталь-
ного алергійного енцефаломіє-
літу (ЕАЕ) у щурів проводили
введенням гомогенату гомоло-
гічної спинномозкової тканини
(50 мг) з повним ад’ювантом
Фрейнда [14]. Тяжкість клінічної
картини захворювання оціню-
вали за п’ятибальною шкалою
Ю. М. Жаботинського (1975).

Фетальні нервові клітини
(ФНК) мозку ембріонів щурів
11-ї доби гестації заморожува-
ли під захистом 10 % ДМСО
[15] та вводили на 14-ту добу
розвитку ЕАЕ внутрішньочере-
винно дозою 5⋅106 клітин на
100 г маси тіла тварини.

Для індукції гострої реакції
«трансплантат проти хазяїна»
(ХТПХ) летально опроміненим
мишам (СВА/НхС57Вl) F1 внут-
рішньовенно вводили 5⋅106 клі-

тин КМ (СВА/Н) на мишу без клі-
тин або з клітинами лімфовуз-
лів (що становлять 30 % від клі-
тин КМ). Інтенсивність розвитку
ХТПХ оцінювали на 14-ту добу
за індексом селезінки (ІС) [16].

Клітини фетальної печінки
(КФП) 18-ї доби гестації мишей
лінії СВА/Н були кріоконсерво-
вані під захистом 10 % ДМСО
[11]. Для оцінки терапевтичної
ефективності нативні та кріо-
консервовані КФП вводили
внутрішньовенно дозою 5⋅105

клітин на мишу одразу після ін-
дукції патології.

Вміст транскриптів гена ідо
в нативних і кріоконсервованих
ПФПК (СКП, ФНК та КФП), що
вводили реципієнтам з АІЗ,
оцінювали методом полімераз-
ної ланцюгової реакції з ета-
пом зворотної транскрипції
[17]. Результати були нормова-
ні стосовно показника експре-
сії гена beta actіn (housekeep-
іng gene).

Оцінку вмісту Трег-клітин
(СD4+СD25+) у селезінці тва-
рин з індукцією експеримен-
тальних АІЗ до та після введен-
ня ПФПК проводили на про-
точному цитофлуориметрі FACS
Calibur (Becton Dickinson, USA)
з використанням відповідних
моноклональних антитіл —
МАТ (ВD Pharmingen, Abcam).
Середня інтенсивність флуо-
ресценції (СІФ), яку виражали
в умовних одиницях (ум. од.),
була визначена за маркером
СD25, що має пріоритетну зна-
чущість для Трег-клітин.

Статистичну обробку отрима-
них даних проводили за допомо-
гою u-критерію Манна — Уїтні.

Результати дослідження
та їх обговорення

Розвиток автоімунних про-
цесів більшою чи меншою мі-
рою пов’язаний з недостатньою
функціональною активністю
Трег-клітин, які повинні супре-
сувати активність автоспеци-
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фічних Т-ефекторних клітин.
Тому терапевтичні засоби по-
винні бути спрямовані на акти-
вацію й індукцію проліферації
Трег-клітин як локально у вог-
нищах інфекції і запалення, так
і системно — у вторинних лім-
фоїдних органах.

Проведені дослідження свід-
чать про значні порушення
структури і функції Трег-клітин
(СD4+CD25+) у селезінці в ди-
наміці розвитку АІЗ у різних
модельних системах. Так, по-
казано зниження їх кількості на
7-му добу розвитку АА на тлі
збільшення набряку суглобів у
тварин (рис. 1, а). Однак подаль-
ше збільшення Трег-клітин з
максимумом на 21-шу добу
розвитку АА не тільки не су-
проводжувалося покращанням
клінічної картини захворюван-
ня, але й підвищенням індек-
су набряку суглобів. Це може
бути пов’язане із втратою су-
пресорної активності Трег-клі-
тин у стані проліферації в при-
сутності ІЛ-2, який продукують
ефекторні клітини та який має
здатність регулювати імунну
відповідь за принципом зво-
ротного зв’язку [1].

Розвиток ЕАЕ супроводжу-
вався суттєвим зниженням
кількості Трег-клітин (рис. 1, б),
починаючи з 7-ї доби індукції
патології, що клінічно виража-
лося посиленням набряку, па-
резами кінцівок і порушенням
руху тварин. Суттєво, що, на
відміну від АА, на 21-шу добу
клінічні прояви ЕАЕ досягали
максимуму на тлі найбільшого
зниження кількості Трег-клітин
(у 10 разів) у цьому періоді.

Установлено, що розвиток
ХТПХ починається з 7-ї доби
після індукції патології, судячи
зі збільшення ІС в 1,2 разу та
зниження вмісту Трег-клітин в
1,7 разу (рис. 2, а) від інтакт-
ного контролю. Однак прогре-
сивна загибель тварин почи-
налася з 14-ї доби на тлі мак-
симального підвищення ІС (в
1,4 разу) та зниження вмісту
Трег-клітин (у 2,7 разу).

Цілеспрямоване збільшен-
ня вмісту Трег-клітин в організ-
мі реципієнта при лікуванні АІЗ
ПФПК можливе шляхом запус-
ку молекулярних механізмів за
участі клітин-продуцентів фер-
менту ІДО — мезенхімальних
стовбурових клітин (КФП, пла-

цента), мікроглії (ФНК) та клі-
тин синцитіотрофобласта (пла-
цента) [9–11]. Активація екс-
пресії ІДО здійснюється під
впливом прозапальних цитокі-
нів: інтерферонів, ліпополіса-
харидів тощо. Зокрема, промо-
тор гена ідо містить елементи
ISRE та GAS, чутливі до інтер-
ферону-γ [7]. Завдяки роботі
ферменту ІДО здійснюється
киснева деградація триптофа-
ну в кінуренін з подальшим
утворенням продуктів його
розпаду у вигляді кінуреніно-
вої, піколінової, квінолінової
тощо кислот, що реалізують без-
посередній шлях імуносупре-
сії. Наприклад, кінуренін є про-
апоптотичним метаболітом,
який пригнічує активацію ефек-
торних Т-клітин [5]. Також відо-
мо, що кінуренін у мікромоляр-
них дозах здатний ініціювати
FAS-незалежні шляхи апопто-
зу, пов’язані з активацією кас-
пази-8, та виходу цитохрому С
з мітохондрій [18].

Крім того, ПФПК можуть
продукувати інгібіторні цитокі-
ни (ІЛ-10, ТРФ-β), здатні до
реалізації клітинно-контактної
(за участі в міжклітинній взає-
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Рис. 1. Вміст Трег-клітин (СD4+CD25+) та клінічні ознаки патології в динаміці розвитку
АА (а) й ЕАЕ (б). На рис. 1 і 2: за 100 % прийнята кількість Трег-клітин у інтактних тварин
(контроль); *, # — результати достовірні відносно відповідного контролю (р<0,05)
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модії CTLA4/B7, LAG3, ТGFβ,
цАМФ, гранзимів) та медіа-
торно-опосередкованої супре-
сії (TРФ-β, ІЛ-10, ІЛ-35) [5].

Як показано на рис. 3, усі
види ПФПК були здатні до пев-
ної фонової продукції фермен-
ту ІДО, про що свідчить наяв-
ність транскриптів гена, відпо-
відального за його продукцію.
Кріоконсервування приводило
до активації експресії гена ідо
в ПФПК, але різною мірою (див.
рис. 3), а саме: у КФП — у
2,5 рази, у СКП — удвічі і ФНК
— у 1,5 рази. Це може бути по-
в’язане як з перерозподілом
клітинних субпопуляцій під
впливом низьких температур,
так і з якісно новим станом клі-
тин на всіх рівнях організації —
від транскрипційно-трансля-
ційного рівня до модифікації
синтезу білкових структур [11].
Таким чином, кріоконсервовані
ПФПК з підвищеним ступенем
експресії гена ідо, порівняно з
нативними, можуть характери-
зуватися значним потенціалом
активації Т-регуляторної ланки
імунітету в терапії АІЗ.

Дійсно, усі види ПФПК, що
вводилися тваринам з АІЗ, про-

демонстрували явно виражений
стимулювальний потенціал
щодо Трег-клітин (табл. 1). При
лікуванні АА встановлено, що
кріоконсервована СКП мала
кращий терапевтичний потен-
ціал, ніж нативна, істотно під-
вищуючи кількість Трег-клітин
(в 1,91 та 1,54 разу відповід-
но). Проте СІФ у тварин після
введення кСКП мав нижче зна-
чення, ніж при введенні нСКП
(78,93±6,70 та 109,50±9,44;
р<0,05 відповідно). Кращий те-
рапевтичний ефект кріоконсер-
вованої СКП також може бути
пов’язаний з раніше встанов-
леним фактом [12] перерозпо-

ділу субпопуляційного складу
суспензії у бік підвищення кіль-
кості клітин цитотрофобласта
та рівня експресії гена ідо в них.

Нативні та кріоконсервова-
ні ФНК як препарати лікуван-
ня ЕАЕ сприяли збільшенню
кількості Трег-клітин (у 3,63 та
3,72 разу відповідно), але не
показали достовірних відміннос-
тей щодо ефективності прояву
свого терапевтичного потенціа-
лу. Однак більш функціонально
активними були СD4+СD25+ клі-
тини у групі з введенням кФНК,
судячи за їхньою СІФ.

Застосування КФП у моде-
лі ХТПХ також показало біль-
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шу ефективність кріоконсерво-
ваного матеріалу щодо стиму-
ляції вмісту Трег-клітин (у 2,44
разу). Однак показник СІФ
СD25-маркера не мав досто-
вірних відмінностей у групах із
введенням нативних і кріокон-
сервованих КФП, що свідчить
про схожий структурно-функціо-
нальний стан Трег-клітин.

Таким чином, усі види ПФПК
здатні суттєво впливати на про-
цес формування Трег-клітин
за рахунок підвищення їхньої
кількості та притаманної їм су-
пресорної активності. Слід за-
значити, що кріоконсервовані
ПФПК характеризувалися більш
виразним стимулювальним по-
тенціалом щодо Трег-клітин.
Проведені дослідження дають
підставу вважати, що стимуля-
ція Т-регуляторної ланки імуні-
тету у тварин з експеримен-
тальними АІЗ має ІДО-залеж-
ний механізм дії. Це підтвер-
джується результатами дослі-
джень, у яких проводили ліку-
вання ХТПХ нативними КФП і
КФП після інкубації в розчині
специфічного інгібітора ІДО —

1-метилтриптофану. Введення
КФП із заінгібованим ІДО знач-
но знижувало терапевтичну
ефективність використання да-
ного матеріалу, а клінічні ознаки
ХТПХ наближувалися до показ-
ників тварин, яким не проводи-
ли лікування зазначеного АІЗ [8].

Слід наголосити, що підви-
щення вмісту Трег-клітин після
введення нативних і кріоконсер-
вованих ПФПК корелювало зі
зниженням клінічних ознак усіх
вивчених автоімунних патоло-
гій (дані не наведені).

Висновки

1. Установлено, що Трег-
клітини відіграють важливу роль
у контролі розвитку АІЗ, зни-
ження вмісту цієї клітинної по-
пуляції підсилює клінічні симп-
томи автоімунної патології.

2. Здатність ПФПК як тера-
певтичного матеріалу продуку-
вати ідо істотно зростала піс-
ля кріоконсервування, що зу-
мовило стимуляцію Трег-клі-
тин у тварин з АІЗ.

3. Підтверджено ІДО-залеж-
ний молекулярний механізм

Таблиця 1
Вміст Трег-клітин та їхня середня інтенсивність флуоресценції

у селезінці реципієнтів з автоімунними захворюваннями
до та після введення нативних і кріоконсервованих продуктів

фетоплацентарного комплексу

Вид мате-
Т-регуляторні клітини

Патологія Терапевтичний матеріал  ріалу, що Вміст, Кратність СІФ,
вводиться % від інтакт- збільшення, % від інтакт-

ного контролю рази ного контролю

АА Без лікування — 27,40±1,82 — 119,70±7,98

Суспензія Нативна 42,31±3,65* 1,54 109,50±9,44
клітин плаценти (СКП) Кріо 52,30±4,78*& 1,91 78,93±6,70*&

ЕАЕ Без лікування — 21,53±3,32 — 70,16±5,33

Фетальні Нативні 78,22±6,34* 3,63 43,00±3,21*
нервові клітини (ФНК) Кріо 80,07±5,23* 3,72 79,00±5,50*&

ХТПХ Без лікування — 31,03±2,45 — 54,94±3,53

Клітини Нативні 62,07±4,50* 2,00 66,61±4,00
фетальної печінки (КФП) Кріо 75,86±3,72*& 2,44 56,66±4,78

Примітка. За 100 % прийняті показники інтактних (здорових тварин). АА — матеріал вводили на 7-му добу, атес-
тація через 21 добу; ЕАЕ — матеріал вводили на 14-ту добу, атестація через 14 діб; ХТПХ — матеріал вводили на
7-му добу, атестація через 14 діб; * — результати достовірні щодо групи без лікування кожної патології; & — резуль-
тати достовірні щодо групи при лікуванні нативними клітинами (р<0,05).

імунокоригувальної дії кріокон-
сервованих СКП і КПФ щодо
Т-регуляторної ланки імунітету
при АА і ХТПХ відповідно. При
ЕАЕ введення кріоконсервова-
них ФНК з низьким, порівняно
з дослідженими ПФПК, рівнем
експресії гена ідо, спостерігало-
ся майже чотирикратне збіль-
шення вмісту Трег-клітин, що
може свідчити про інший меха-
нізм, окрім ІДО-залежного, сти-
муляції цієї субпопуляції клітин.
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