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Реферат: У роботі досліджено вплив трьох режимів кріоконсервування мононуклеарних клітин (МНК) кісткового 
мозку мишей лінії СВА/Н під захистом 10%-го розчину диметилсульфоксиду з повільною швидкістю охолодження 1 град/хв: 
режим 1 — до –80ºС; режим 2 — до –40ºС ; режим 3 — до –25ºС з наступним зануренням зразків у рідкий азот (–196ºС) 
на ступінь експресії білка теплового шоку з молекулярною масою 70 кДа (Hsp70) у МНК і отриманих з них in vitro 
дендритних клітинах (ДК). Толерогенний потенціал ДК було оцінено після їх використання в адоптивній терапії у мишей 
з ад’ювантним артритом за здатністю індукувати регуляторні Т-клітини (Трег) у селезінці та мінімізувати індекс артриту 
як клінічний показник розвитку патології. Доведена залежність рівня експресії Hsp70-білка у МНК від режиму замо-
рожування, а також значущість вмісту цього білка у прояві толерогенного потенціалу ДК, що сформовані з них in vitro. 
Показано привалюючу здатність кріоконсервування за режимом 2 збільшувати вміст Hsp70 у МНК. Атестація функ-
ціонального потенціалу ДК, вирощених із кріоконсервованих за режимом 2 МНК, продемонструвала їх більш високу 
толерогенну активність порівняно з ДК, отриманими з нативних МНК або МНК, кріоконсервованих за режимами 1 і 3. 
Максимальний вміст Hsp70 у ДК при застосуванні режиму 2 узгоджувався з максимальною кількістю Трег, які форму-
валися у тварин з ад’ювантним артритом після їх введення, що супроводжувалося найбільш виразною нормалізацією 
клінічних ознак патології. Отримані результати демонструють здатність кріоконсервування регулювати рівень експресії 
Нsp70 і толерогенний потенціал ДК, що формуються з кріоконсервованих попередників, а також ефективність застосування 
ДК в адоптивній терапії аутоімунних захворювань.  

Ключові слова: кріоконсервування, мононуклеари кісткового мозку, Hsp70, толерогенні дендритні клітини, регуляторні 
T-клітини, ад’ювантний артрит.

Abstract: The work investigated the eff ect of three cryopreservation regimens of bone marrow mononuclear 
cells (MNCs) of CBA/H mice under the protection of a 10% dimethyl sulfoxide solution with a slow cooling rate of 
1 deg / min: regimen 1 – to –80ºС; regimen 2 – to –40ºС; regimen 3 – to –25ºС with subsequent immersion of samples into 
liquid nitrogen (–196ºС) on the expression rate of heat shock protein with a molecular weight of 70 kDa (Hsp70) 
in MNCs and dendritic cells (DCs) obtained from them in vitro. The DCs tolerogenic potential was assessed 
after their use in adaptive therapy in mice with adjuvant arthritis by the ability to induce regulatory T cells (Treg) 
in spleen and minimize the arthritis index, as a clinical index of the pathology development. The dependence 
of expression rate of the Hsp70 protein in MNCs on the freezing mode was proven, as well as the signifi cance of 
this protein content in the manifestation of tolerogenic potential of DCs formed from them in vitro. The ability of 
cryopreservation according to regimen 2 to increase the Hsp70 content in MNCs was shown. The functional potential 
of DCs grown from cryopreserved MNCs with regimen 2 demonstrated their higher tolerogenic activity compared to DCs 
derived from native MNCs and cryopreserved with the regimens 1 and 3 MNCs. The maximum content of Hsp70 in DCs 
when using regimen 2 was consistent with that of Treg formed in animals with adjuvant arthritis after the administration 
of these cells, as well as it was accompanied by the most pronounced normalization of clinical signs of pathology. The fi ndings 
demonstrate the ability of cryopreservation to regulate the Hsp70 expression rate as well as tolerogenic potential 
of DCs formed from cryopreserved precursors, increasing their use eff ectiveness in adaptive therapy of autoimmune 
diseases.

Key words: cryopreservation, bone marrow mononuclear cells, Hsp70, tolerogenic dendritic cells, regulatory T cells, adjuvant 
arthritis.

Інститут проблем кріобіології і кріомедицини НАН України, м. Хар-
ків, Україна

Надійшла 29.07.2024
Прийнята до друку 21.11.2024

Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine of the
National Academy of Sciences of Ukraine, Kharkiv, Ukraine 

Received July, 29, 2024
Accepted November, 21, 2024

© Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2024 
© Publisher Publishing House ‘Akademperiodyka’ of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2024

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0),
which permits unrestricted reuse, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.

*Автор, якому необхідно надсилати кореспонденцію:
вул. Переяславська, 23, м. Харків, Україна 61016;
тел.: (+38 057) 373-74-35, факс: (+38 057) 373-59-52
електронна пошта: cryopato@gmail.com

*To whom correspondence should be addressed:
23, Pereyaslavska str., Kharkiv, Ukraine 61016;
tel.:+380 57 373 7435, fax: +380 57 373 5952
e-mail: cryopato@gmail.com



На сьогодні клітинна терапія займає одне 
з провідних місць у лікуванні надширокого спек-
тра патологій різного ґенезу [3, 4]. Такий попит 
у клінічній практиці цього біоматеріалу обу-
мовив необхідність його кріоконсервування і 
довгострокового зберігання [3]. Відомо, що від 
умов кріоконсервування в різний спосіб зміню-
ються як структурні, так і функціональні показ-
ники клітин, що може впливати на ефективність 
їх застосування в терапевтичних цілях [3]. Не 
є винятком і дендритні клітини (ДК) у цьому
різноманітті клітинно-тканинного біоматеріалу 
[7, 20].

Існують дані, які свідчать про суттєві варіації 
кріочутливості як самих ДК, так і клітин-попе-
редників, з яких їх отримують [25]. Наприк-
лад, кріоконсервування мононуклеарних клітин 
(МНК) кісткового мозку супроводжується змі-
ною рецепторного репертуару отриманих з них in 
vitro ДК, підтверджуючи можливість кріокон-
сервування виступати в ролі фактора, що ін-
дукує їх толерогенний потенціал [2]. Особ-
лива увага в зміні функціонального стану ДК 
звертається на білки теплового шоку Нsp70 [6, 
23]. 

Важливу роль у підтримці захисного за-
пального процесу відіграють клітини врод-
женого імунітету, а саме: моноцити/макрофаги, 
ДК та гранулоцити. Ці клітини експресують 
на своїй поверхні толл-подібні рецептори (ТПР; 
ТПР2 та ТПР4), які виявляють асоційовані з 
патогенами різні мікробні компоненти, так звані 
патоген-асоційовані молекулярні патерни. Крім 
того, інші ТПР розпізнають молекули, що ви-
вільняються власними клітинами в стані 
пошкодження або некрозу, які зазвичай нази-
вають молекулярними патернами, пов’язаними 
з пошкодженням.

Today, cell therapy occupies one of the leading 
places in treatment of an extremely wide range 
of pathologies of various geneses [1, 10]. Such 
demand in clinical practice for this biomaterial 
has led to the need for its cryopreservation and 
long-term storage [10]. Both structural and func-
tional parameters of cells are known to change in 
diff erent ways depending on the cryopreservation 
conditions, which may aff ect the eff ectiveness of 
their use for therapeutic purposes [10]. Dendritic 
cells (DCs) are no exception in this variety of cell-
tissue biomaterial [4, 20].

There are the data indicating signifi cant variations 
in cryosensitivity of both DCs themselves and the 
precursor cells which they are derived from [25]. 
For example, cryopreservation of bone marrow 
mononuclear cells (MNCs) is accompanied by a 
change in the receptor repertoire of DCs derived 
from them in vitro, confi rming the possibility of 
cryopreservation as a factor inducing their tole-
rogenic potential [9]. Particular attention in chan-
ging the functional state of DCs is paid to the heat 
shock proteins Hsp70 [3, 23].

Innate immune cells, namely monocytes/macro-
phages, DCs and granulocytes, play an important 
role in maintaining the protective infl ammatory 
process. These cells express on their surface toll-
liked receptors – TLRs (TLR2 and TLR4), 
which detect various microbial components as-
sociated with pathogens, the so-called pathogen-
associated molecular patterns. In addition, other 
TLRs recognize molecules released by their own 
cells in a state of damage or necrosis, which 
are usually called damage-associated molecular 
patterns.

The usual triggering event for the development 
of the infl ammation for TLRs is the activation 
of the nuclear factor NF-κB [15, 21]. It regulates 

АА — ад’ювантний артрит
ГМ-КСФ — гранулоцитарно-макрофагальний колонієстимулюючий 
фактор
ДК — дендритні клітини
ІА — індекс артриту
ІЛ — інтерлейкін
МНК — мононуклеарні клітини
НатДК — нативні дендритні клітини, отримані з нативних монону-
клеарів
НатМНК — нативні мононуклеарні клітини
КріоДК — дендритні клітини, отримані з кріоконсервованих моно-
нуклеарів 
КріоМНК — кріоконсервовані мононуклеарні клітини 
Режими 1, 2, 3 —  Р1, Р2, Р3
СІФ — середня інтенсивність флюоресценції
СПС — сумарний показник світлення 
ТолДК — толерогенні дендритні клітини
ТПР — толл-подібні рецептори
Трег — Т-регуляторні клітини
HSP — білки теплового шоку
Hsp70 — білок теплового шоку з молекулярною масою 70 кДа
NF-κΒ — ядерний фактор-кВ.

AA – adjuvant arthritis
GM-CSF – granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
DC – dendritic cells
AI – arthritis index
IL – interleukin
MNC – mononuclear cells
NatDC – native dendritic cells derived from native mononuclears
NatMNC – native mononuclear cells
CryoDC – dendritic cells derived from cryopreserved mono-
nuclears
CryoMNC – cryopreserved mononuclear cells
Regimens 1, 2, 3 – R1, R2, R3
MFI – mean fl uorescence intensity
TLI – total light index
TolDC – tolerogenic dendritic cells
TLR – toll-like receptors
Treg – T-regulatory cells
HSP – heat shock proteins
Hsp70 – heat shock protein shock with a molecular weight 
of 70 kDa
NF-κB – nuclear factor-κB.
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Зазвичай пусковою сигнальною подією ро-
звитку запального процесу для ТПР є активація 
ядерного фактора NF-κB [15, 21]. Він регулює 
безліч компонент уроджених, а також адаптив-
них імунних функцій і проліферацію імуно-
компетентних клітин [15]. Важливо, що NF-κB 
грає ключову роль в індукції та підтримці за-
пальних процесів аутоімунної природи, при 
яких його активність часто порушується. Білки 
Нsp70 здатні впливати на експресію NF-κB як 
головного месенджера запального процесу [22, 
23]. Суттєво, що модуляція активації NF-κB 
залежить від рівня як внутрішньо-, так і по-
заклітинного Hsp70 [26]. Численні дані дове-
ли, що внутрішньоклітинний Hsp70 може приг-
нічувати активність NF-κB. Надмірна експресія 
Hsp70 блокує активацію NF-κB та ядерну транс-
локацію p50/p65 за допомогою інгібіції опо-
середкованого IκB-кіназним комплексом фосфо-
рилювання інгібітора NF-κB [26]. 

Важливо, що протилежний ефект виникає, 
коли Hsp70 знаходиться в позаклітинному прос-
торі. В цьому випадку змінюються ліганд-ре-
цепторні взаємодії HSP, обумовлюючи їхні нові 
форми. Відомо, що позаклітинний Hsp70, який 
активно вивільняється при запальних станах, 
здатний взаємодіяти подібно пов’язаними з пош-
кодженням молекулярними патернами з TПР2 
та TПР4, стимулюючи імунну відповідь у вигляді 
запалення [12].

Показано, що в культурах синовіоцитів, от-
риманих від пацієнтів з ревматоїдним артри-
том, позаклітинний Hsp70 інгібував сигнальний 
шлях NF-κB, що супроводжувалося пригнічен-
ням продукції інтерлейкінів (ІЛ)-6, IЛ-8 [17]. 
Це узгоджується з результатами роботи E. Ferat-
Osorio та співавт. [9], які показали інгібіцію по-
заклітинними Hsp70 продукції запальних цитокі-
нів (фактора некрозу пухлини-альфа і IЛ-6) мо-
ноцитами та ослаблення запальної реакції. Більш 
того, позаклітинна активність Hsp70 розповсюд-
жується також на експансію CD4+CD25+FOXP3+ 
регуляторних T-клітин (Трег), а саме посилює 
їх імуносупресивну функцію опосередковано 
через сигнальний шлях, що реалізується за уча-
стю TПР2 [23]. Одним з можливих механізмів 
імуносупресорної дії позаклітинного Hsp70 є 
його взаємодія з ДК, мієлоїдними супресор-
ними клітинами і моноцитами. Передбачається, 
що після ендоцитозу Hsp70 антигенпрезентую-
чі клітини переформовують свій стан на толеро-
генний і, як наслідок, продукують базовий про-
тизапальний цитокін IЛ-10. Крім того, позаклі-
тинний Hsp70 може інгібувати продукцію ін-
терферону-γ моноцитами [6], знижувати у ДК 

numerous components of innate as well as adaptive 
immune functions and proliferation of immune 
competent cells [15]. Importantly, NF-κB plays 
a key role in the induction and maintenance of 
autoimmune infl ammatory processes, in which 
its activity is often impaired. Hsp70 proteins are 
able to infl uence the expression of NF-κB as the 
main messenger of infl ammation [22, 23]. Signi-
fi cantly, the modulation of NF-κB activation de-
pends on the level of both intracellular and 
extracellular Hsp70 [26]. Numerous data have 
shown that intracellular Hsp70 can inhibit 
NF-κB  activity. Overexpression of Hsp70 blocks 
NF-κB activation and nuclear translocation of 
p50/p65 by inhibiting the IκB kinase complex-
mediated phosphorylation of the NF-κB inhibitor 
[26].

Importantly, the opposite eff ect occurs when 
Hsp70 is in the extracellular space. In this case, 
the ligand-receptor interactions of HSPs are al-
tered, leading to their new forms. It is known 
that extracellular Hsp70, which is actively released 
during infl ammation, is able to interact with similar 
damage-related molecular patterns with TLR2 
and TLR4, stimulating the immune response as 
an infl ammation [12].

It has been shown that in cultures of syno-
viocytes obtained from the patients with rheuma-
toid arthritis, extracellular Hsp70 inhibited the 
NF-κB signaling pathway, which was accom-
panied by suppression of the production of inter-
leukins (IL)-6, IL-8 [17]. This is consistent with 
the results of the research by E. Ferat-Osorio et al. 
[6], who showed that extracellular Hsp70 inhibited 
the production of infl ammatory cytokines (tumor 
necrosis factor-alpha and IL-6) by monocytes and 
attenuated the infl ammatory response. Moreover, 
the extracellular activity of Hsp70 also extends to 
the expansion of CD4+CD25+FOXP3+ regulatory 
T cells (Treg), namely, it enhances their immune 
suppressive function indirectly through a signa-
ling pathway involving TLR2 [23]. One of the 
possible mechanisms of the immune suppressive 
eff ect of extracellular Hsp70 is its interaction 
with DCs, myeloid suppressor cells and monocytes. 
It is assumed that after endocytosis of Hsp70, anti-
gen-presenting cells reform their state to a tolero-
genic one and, as a result, produce the basic anti-
infl ammatory cytokine IL-10. In addition, extracel-
lular Hsp70 can inhibit the production of inter-
feron-γ by monocytes [3], reduce the expression 
of CD86 and major histocompatibility complex 
class II molecules in DCs, which contributes to 
the inhibition of their synthesis of tumor necrosis 
factor-alpha.

270 проблеми  і 
problems of  and 



експресію CD86 і молекул головного комплек-
су гістосумісності II класу, що сприяє пригні-
ченню синтезу ними фактора некрозу пухлини-
альфа. 

Отримані результати дозволяють припус-
тити, що Hsp70 може виконувати багатофунк-
ціональну роль у позаклітинному просторі. Це 
залежить не тільки від типу імунокомпетентних 
клітин, що взаємодіють з такими шаперонами, 
але і від їх стану на момент взаємодії з Hsp70, 
особливо в умовах розвитку різних захворю-
вань. Збільшення вмісту внутрішньоклітинного 
Hsp70, що блокує активацію NF-κB як головного 
тригера запального процесу, обумовлює заборо-
ну диференціювання імунокомпетентних клітин, 
тобто сприяє їх толерогенізації, зокрема ДК, які 
використовують в імуносупресивній терапії ауто-
імунних захворювань [7, 11]. Як було доведено 
S. Tukaj [23], механізм імуносупресивної дії 
Нsp70 реалізується опосередковано шляхом 
модуляції фенотипу і функції як попередників 
кісткового мозку, так і отриманих із них ДК, які 
набувають толерогенної активності. Перш за 
все, йдеться про здатність клітин з толероген-
ним потенціалом продукувати протизапальні 
цитокіни, як-от: ІЛ-10 і трансформуючий фак-
тор росту-ß та індукувати формування Трег 
[23]. 

У надширокому спектрі стресіндукуючих 
факторів ультранизькі температури займають 
одне з провідних місць [11, 25]. Враховуючи, що 
ДК дуже вразливі до дії ультранизьких темпе-
ратур [20], на особливу увагу заслуговує страте-
гія кріоконсервування їх попередників — МНК 
кісткового мозку та їх довгострокове зберігання 
у низькотемпературному банку. В цьому випадку 
вкрай актуальним і прагматичним є відпрацю-
вання методів кріоконсервування МНК з метою 
подальшого отримання з них in vitro толеро-
генних ДК (толДК) для лікування аутоімунних 
захворювань. Варіювання умовами кріоконсер-
вування відкриває перспективи селективного 
відбіру режимів заморожування з найбільшим 
ступенем активації експресії білків теплового 
шоку з відповідним функціональним потенціа-
лом. Проте, механізм кріовпливу на МНК, що 
обумовлює формування з них незрілого фенотипу 
і толерогенної функції ДК, до кінця не з’ясова-
ний і вимагає подальшого експериментального 
дослідження. 

Мета дослідження — вивчення впливу різ-
них умов (режимів) кріоконсервування на вміст 
і ступінь експресії Hsp70-білка в мононуклеар-
них клітинах кісткового мозку тварин та отри-
маних із них in vitro дендритних клітинах, 

The results obtained suggest that Hsp70 may 
perform a multifunctional role in the extracellular 
space. This depends not only on the type of immune 
competent cells interacting with such chaperones, 
but also on their state at the time of interaction 
with Hsp70, especially in the conditions of the 
development of various diseases. An increase in 
intracellular Hsp70, which blocks the activation 
of NF-κB, as the main trigger of the infl ammation, 
causes the prohibition of diff erentiation of immune 
competent cells, i.e. promotes their tolerogenization, 
in particular DCs, which are used in immune 
suppressive therapy of autoimmune diseases [4, 8]. 
As S. Tukaj [23] has proven the mechanism of im-
mune suppression of Hsp70 is implemented in-
directly by modulating the phenotype and function 
of both bone marrow precursors and DCs derived 
from them, which acquire tolerogenic activity. 
First of all, it is about the ability of cells with 
tolerogenic potential to produce anti-infl am-
matory cytokines such as IL-10 and transforming 
growth factor-ß and induce Treg formation [23].

In the ultra-wide spectrum of stress-inducing 
factors, ultralow temperatures occupy one of the 
leading places [11, 25]. Considering that DCs are 
very vulnerable to the eff ects of ultralow tempera-
tures [20], the strategy of cryopreservation of their 
precursors, i. e. bone marrow MNCs and their long-
term storage at a low-temperature bank deserves 
special attention. In this case, it is extremely 
relevant and pragmatic to master the methods of 
cryopreservation of MNCs with the aim of further 
in vitro obtaining from them of tolerogenic DCs 
(tolDCs) for the treatment of autoimmune diseases. 
Variation in cryopreservation conditions opens up 
the prospects for selective selection of freezing 
regimens with the highest activation degree of 
heat shock protein expression with the corresponding 
functional potential. However, the mechanism of 
cryopreservation on MNCs, which causes the for-
mation of an immature phenotype and tolDCs 
function, is not fully understood and requires further 
experimental studies.

The aim of this research was to study the in-
fl uence of diff erent cryopreservation conditions 
(regimens) on the content and expression rate of 
Hsp70 protein in mononuclear cells of the bone 
marrow of animals and dendritic cells obtained 
from them in vitro, with subsequent assessment of 
their tolerogenic potential in the adjuvant arthritis 
model.

Materials and methods
The experiments were performed in CBA/H 

mice being 20 weeks old, weighing 24–26 g. The 
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з подальшою оцінкою їх толерогенного потен-
ціалу в моделі ад’ювантного артриту. 

Матеріали і методи
Експерименти виконували на мишах лінії 

СВА/Н 20-тижневого віку масою 24–26 г. Тва-
рин отримали з підприємства «Біомодельсервіс» 
(м. Київ) з наступним розведенням у стандартних 
умовах віварію Інституту проблем кріобіології 
і кріомедицини НАН України (м. Харків). Усі ма-
ніпуляції з тваринами затверджені Комітетом 
з біоетики Інституту проблем кріобіології і кріо-
медицини НАН України (Протокол № 5 від 
26.11.2019) і відповідають основним положен-
ням «Європейської конвенції про захист хребет-
них тварин, які використовуються для експери-
ментальних і інших наукових цілей» (Страсбург, 
1986) та Закону України «Про захист тварин 
від жорстокого поводження».

Для отримання клітин кістковий мозок ви-
мивали зі стегнових кісток мишей лінії СВА/Н 
середовищем RPMI-1640 (Biowest, Франція) 
з додаванням 3% ембріональної телячої сиро-
ватки (ЕТС) (Biowest) і 2% цитрату натрію (Sigma-
Aldrich, США) (далі в тексті — робоче середо-
вище). Суспензію клітин кісткового мозку про-
пускали через нейлоновий фільтр з діаметром 
пор 100 мкм (Falkon, США), центрифугували 
при 200g протягом 10 хв і ресуспендували отри-
маний осад у робочому середовищі.

Виділення МНК з кісткового мозку здійс-
нювали центрифугуванням суспензії клітин у 
градієнті щільності (1,077 г/мл) препарату «Тразо-
граф 76%» («Юнік Фармасьютікал Лабораторіз», 
Індія) [1]. 

Кріоконсервування МНК проводили за трьома 
режимами під захистом 10%-го розчину диме-
тилсульфоксиду з повільною швидкістю охо-
лодження 1 град/хв: режим 1 (Р1) — охолод-
ження до –80ºС (зразок КріоР1МНК); режим 2 
(Р2) — охолодження до –40ºС (зразок КріоР2
МНК); режим 3 (Р3) — охолодження до –25ºС 
(зразок КріоР3МНК) з наступним зануренням 
зразків у кожному випадку у рідкий азот (–196ºС) 
згідно з даними H. Kysielova і співавт. [13]. 

Толерогенні ДК були отримані з нативних 
МНК (НатДК — контроль) або кріоконсервова-
них за різними режимами: Р1 — КріоР1ДК, Р2 — 
КріоР2ДК, Р3 — КріоР3ДК. 

Для отримання ДК кожний з видів МНК 
у концентрації 3–5 × 106 кл/мл поміщали в плас-
тикові чашки Петрі діаметром 3 см у середовищі 
«RPMI-1640» (Biowest) з додаванням 10% ЕТС 
(Biowest), 1%-го розчину антибіотиків (100 од./мл 
пеніциліну, 0,1 мг/мл стрептоміцину). Клітини 

animals were obtained from the Biomodelservice 
enterprise (Kyiv, Ukraine) with subsequent breeding 
in standard conditions of the animals’ house of 
the Institute for Problems of Cryobiology and 
Cryomedicine of the National Academy of Sciences 
of Ukraine (Kharkiv). All manipulations with ani-
mals were approved by the Bioethics Committee 
of the Institute for Problems of Cryobiology and 
Cryomedicine of the NAS of Ukraine (Protocol No. 
5 dated of November 26th, 2019) and comply with 
the main provisions of the ‘European Convention 
for the Protection of Vertebrate Animals Used 
for Experimental and Other Scientifi c Purposes’ 
(Strasbourg, 1986) and the Law of Ukraine ‘On the 
Protection of Animals Against Cruelty’.

To obtain cells, bone marrow was washed 
from the CBA/H mice femurs with RPMI-1640 
(Biowest, France) supplemented with 3% fetal 
calf serum (FCS) (Biowest, France) and 2% 
sodium citrate (Sigma-Aldrich, USA) (hereinafter 
referred to as handling medium). The bone marrow 
cell suspension was passed through a nylon fi lter 
with a pore diameter of 100 μm (Falkon, USA), 
centrifuged at 200g for 10 min, and the resulting 
precipitate was re-suspended in handling me-
dium.

Bone marrow MNCs were isolated by 
centrifugation of the cell suspension in a density 
gradient (1.077 g/ml) of the drug ‘Trazograf 76%’ 
(Unique Pharmaceutical Laboratories, India) [8].

Cryopreservation of MNCs was carried out with 
three regimens under the protection of a 10% dime-
thyl sulfoxide solution with a slow cooling rate of 
1 degree/min: regimen 1 (R1) – cooling to –80ºС 
(sample CryoR1MNC); regimen 2 (R2) – cooling 
to –40ºС (sample CryoR2MNC); regimen 3 (R3) 
– cooling to –25ºС (sample CryoR3MNC) in each 
case with subsequent immersion of the samples into 
liquid nitrogen (–196ºС) according to Kysielova H 
et al. [13].

Tolerogenic DCs were obtained from native 
MNCs (NatDC – control), or cryopreserved in 
diff erent modes: R1 – CryoR1DC, R2 – CryoR2DC, 
R3 – CryoR3DC.

To obtain DCs, each type of MNC at a concent-
ration of 3–5 × 106 cells/ml was placed in plastic 
Petri dishes with a diameter of 3 cm in ‘RPMI-1640’ 
medium (Biowest) with the addition of 10% ETC 
(Biowest), 1% antibiotic solution (100 units/ml 
penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin). The cells were 
cultured at 37ºС in 5% CO

2
 atmosphere. After 

2 hrs’ cultivation, the medium with unattached 
cells was removed. On days 0 and 3 of cultiva-
tion, fresh RPMI-1640 medium with 10% ETC and DC 
inducers were added: murine recombinant granulocyte 
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культивували при 37ºС у атмосфері 5%-го СО
2
. 

Через 2 години культивування середовище з не-
прикріпленими клітинами видаляли. На нульову та 
3-ю доби культивування додавали свіже середови-
ще «RPMI-1640» з 10% ЕТС та індукторами ДК: 
мишачими рекомбінантними гранулоцитарним 
колонієстимулюючим фактором (20 нг/мл) (Sigma-
Aldrich, Велика Британія) та IЛ-4 (5 нг/мл) (Sig-
ma-Aldrich) і дексаметазоном (0,4 мкг/мл) (Sigma-
Aldrich) [14]. На всіх етапах культивування ріст 
клітин контролювали за допомогою інвертовано-
го мікроскопа «Axiovert 40C» (Zeizz, Німеччина) 
із здійсненням фотодокументації за допомогою 
світлового мікроскопа «Axio Obzerver Z1» (Zeizz). 

На 7-у добу культивування неадгезивні та 
слабоадгезивні клітини видаляли з середовища 
і центрифугували при 200g протягом 10 хв. Після 
підрахування кількості клітин отриманий ресу-
спендований у робочому середовищі осад вико-
ристовували як терапевтичний матеріал для ліку-
вання тварин з ад’ювантним артритом (АА). 

Приналежність ДК до толерогенних була дове-
дена експресією характерних фенотипових мар-
керів на протоковому цитофлуориметрі «FACS 
Calibur» (Becton Dickinson, США) з викорис-
танням моноклональних антимишачих антитіл: 
CD11b (FITC), CD14 (FITC), CD83 (PE), CD80 
(FITC) і CD86 (FITC) (BD Biosciences, США) [13] 
та відповідних ізотипових контролів. 

Кількість Нsp70+-клітин, вміст Нsp70-білка 
визначали на протоковому цитофлуориметрі 
«FACS Calibur» (Becton Dickinson) за допомогою 
FITC-мічених моноклональних антимишачих 
антитіл Нsp70 (Abcam, Велика Британія) у МНК 
відразу після їх заморожування-відтавання 
та ДК (СD11b+), що були генеровані з них 
in vitrо.

В якості додаткового показника оцінки вмісту 
Hsp70-білка в клітинах був використаний по-
казник середньої інтенсивності флюоресценції 
(СІФ), що свідчить про щільність експресії цьо-
го маркера на клітині. Крім того, оцінювали су-
марний показник світлення (СПС), що є інте-
гральним показником експресії Hsp70-білка. Він 
розраховувався як кількість клітин, що експре-
сують маркер, помножену на СІФ. 

Ад’ювантний артрит індукували у ми-
шей лінії СВА/Н субплантарним введенням 
повного ад’юванта Фрейнда (Santa Cruz, США) 
у дозі 0,1 мл на мишу [1]. Розвиток та тяжкість 
перебігу АА у тварин оцінювали за допомогою 
індексу артриту (ІА), який є відношенням дов-
жини окружності дослідного суглоба до окруж-
ності контрольного — контрлатерального. У ін-
тактних тварин ІА було прийнято за одиницю. 

colony-stimulating factor (20 ng/ml) (Sigma-Aldrich, 
UK) and IL-4 (5 ng/ml) (Sigma-Aldrich) and dexa-
methasone (0.4 μg/ml) (Sigma-Aldrich) [14]. 
At all stages of cultivation, cell growth was moni-
tored using an inverted microscope ‘Axiovert 40C’ 
(Zeizz, Germany) with photodocumentation using 
a light microscope ‘Axio Obzerver Z1’ (Zeizz).

On day 7 of cultivation, non-adherent and slightly 
adherent cells were removed from the medium 
and centrifuged at 200g for 10 min. After counting 
the number of cells, the obtained sediment re-
suspended in the handling medium was used as 
a therapeutic material for the treatment of animals 
with adjuvant arthritis (AA).

The belonging of DC to tolerogenic was proven 
by the expression of characteristic phenotypic 
markers with a fl ow cytometer ‘FACS Calibur’ 
(Becton Dickinson, USA) using monoclonal anti-
mouse antibodies: CD11b (FITC), CD14 (FITC), 
CD83 (PE), CD80 (FITC) and CD86 (FITC) (BD 
Biosciences, USA) [13] and appropriate isotype 
controls.

The number of Hsp70+ cells and the content 
of Hsp70 protein were determined with a fl ow 
cytometer ‘FACS Calibur’ (Becton Dickinson) 
using FITC-labeled monoclonal anti-mouse Hsp70 
antibodies (Abcam, Great Britain) in MNCs 
immediately after their freezing-thawing and DCs 
(CD11b+) generated from them in vitro.

As an additional index for assessing the 
content of Hsp70 protein in cells, the mean 
fl uorescence intensity (MFI) was used, demonstra-
ting the density of expression of this marker on the 
cell. In addition, the total light index (TLI), which 
is an integral index of Hsp70 protein expression, 
was evaluated. It was calculated as the number 
of cells expressing the marker multiplied by the 
MFI.

Adjuvant arthritis was induced in CBA/H 
mice by subplantar administration of Freund’s 
complete adjuvant (Santa Cruz, USA) at a dose 
of 0.1 ml per mouse [8]. The development and se-
verity of AA in animals were assessed using the 
arthritis index (AI), which is the ratio of the cir-
cumference of the test joint to the one of the 
control – contralateral. In intact animals, the AI 
was taken as a unit.

DCs grown in vitro from native or cryopreser-
ved bone marrow MNCs under various regimens 
were injected intravenously at a dose of 5 × 105 
cells/mouse [13] in 0.2 ml handling medium on day 
14 of AA development. Data obtained in animals 
injected with the drug ‘Dexamethasone’ (KRKA, 
Slovenia) at the rate of 0.022 mg/mouse in 0.2 ml 
saline (Yuria-Pharm, Ukraine) [9, 18] were used 
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Вирощені іn vitro з нативних або кріокон-
сервованих за різними режимами МНК кістко-
вого мозку ДК вводили внутрішньовенно у дозі 
5 × 105 кл/мишу [13] в 0,2 мл робочого середо-
вища на 14-ту добу розвитку АА. В якості кон-
тролю використовували дані, отримані на тва-
ринах, яким вводили препарат «Дексаметазон» 
(KRKA, Словенія) з розрахунку 0,022 мг/мишу 
в 0,2 мл фізіологічного розчину («Юрія-Фарм», 
Україна) [2, 18]. Толерогенну функцію ДК оціню-
вали через 7 діб після їх введення за показником 
ІА і кількістю Трег у селезінці тварин з АА.

Вміст Трег (CD4+CD25+, FOXP3+) у селезінці 
тварин з АА оцінювали на протоковому цито-
флуориметрі «FACS Calibur» (Becton Dickinson) 
за допомогою моноклональних антимишачих 
антитіл: CD4 (FITC), CD25 (PE), FOXP3 (PE) 
(BD Biosciences) згідно з інструкцією виробни-
ка. Ізотип-відповідні антитіла (BD Biosciences 
та Abcam) були використані як негативний 
контроль. Статистичний облік даних, отриманих 
при цитофлуориметричному аналізі, здійснювали 
за допомогою програми «WinMDi 2.8.» (Joseph 
Trotter, Scripps Institute, La Jolla, США). 

Статистичну обробку даних проводили з 
використанням пакета програм Statistica 10.0 
(StatSoft, Inc., США), а результати представлені 
як медіани з нижнім і верхнім квартилями (Me 
[LQ; UQ]). При множинних порівняннях неза-
лежних вибірок використовували ранговий аналіз 
варіацій за Краскалом-Уоллісом. Відмінності вва-
жалися значущими при р < 0,05. У разі отриман-
ня значущої різниці проводили попарне порів-
няння груп (у кожній групі n = 5) з використан-
ням тесту Манна-Уїтні з поправкою Бонферроні.

Результати та обговорення
У табл. 1 представлені дані, що свідчать 

про суттєві зміни оцінених структурно-функ-
ціональних показників МНК після кріокон-
сервування за різних умов порівняно з НатМНК. 
Перш за все встановлено значні відмінності ви-
користання режимів кріоконсервування під час 
збереження абсолютної кількості МНК кістко-
вого мозку з найбільшим значенням цього по-
казника при Р2 (89,2%) і найменшим при Р3 
(66,7%). Крім того, показано збільшення в різному 
ступені концентрації Нsp70+-клітин серед КріоМНК 
за трьома режимами порівняно з НатМНК. При 
Р1, Р2 і Р3 на тлі зниження загального вмісту МНК 
на 15,1, 10,8 і 33,3% відповідно кількість Hsp70+-
клітин серед них збільшувалася в 1,8, 2,6 і 3,6 рази 
відповідно порівняно з НатМНК. 

Показник СІФ Нsp70+-МНК, навпаки, знижу-
вався від Р1 до Р3. При цьому ступінь знижен-

as a control. The tolerogenic function of DCs 
was assessed 7 days after their injection by the AI 
and the number of Treg in spleen of animals with 
AA.

The content of Treg (CD4+CD25+, FOXP3+) 
in spleen of animals with AA was assessed with a 
fl ow cytometer ‘FACS Calibur’ (Becton Dickinson) 
using monoclonal anti-mouse antibodies: CD4 
(FITC), CD25 (PE), FOXP3 (PE) (BD Biosciences) 
according to the manufacturer’s instructions. Iso-
type-matched antibodies (BD Biosciences and 
Abcam) were used as negative controls. The data 
obtained during cytofl uorimetric analysis were sta-
tistically analyzed using ‘WinMDi 2.8.’ (Joseph 
Trotter, Scripps Institute, La Jolla, USA).

Statistical data processing was performed using 
the Statistica 10.0 software (StatSoft, Inc., USA), 
and the results are presented as medians with lower 
and upper quartiles (Me [LQ; UQ]). For multiple 
comparisons of independent samples, Kruskal-
Wallis rank analysis of variance was applied. 
Diff erences were considered signifi cant at p < 0.05. 
In the case of a signifi cant diff erence, pairwise 
comparisons of groups (n = 5 in each group) were 
performed using the Mann-Whitney test with 
Bonferroni correction.

Results and Discussion
Table 1 presents the data indicating signifi cant 

changes in the estimated structure and functions 
of MNCs after cryopreservation under diff erent 
conditions compared to NatMNCs. First of all, 
signifi cant diff erences in the use of cryopreser-
vation regimens were found when preserving the 
absolute number of bone marrow MNCs, with 
the highest value of this index at R2 (89.2%) 
and the lowest at R3 (66.7%). In addition, an in-
creased concentration of Hsp70+ cells among Cryo
MNCs under three regimens compared to NatMNCs 
was shown to varying degrees. At R1, R2 and 
R3, against the background of a decreased total 
content of MNCs by 15.1, 10.8 and 33.3%, respec-
tively, the number of Hsp70+cells among them 
increased by 1.8, 2.6 and 3.6 times, respectively, 
compared to NatMNCs.

The MFI of Hsp70+-MNCs, on the contrary, de-
creased from R1 to R3. At the same time, the degree 
of decrease in the MFI of cells was not proportional 
to the degree of increase in the content of Hsp70+-
MNC. As a result, the maximum TLI was determined 
after cryopreservation of MNCs at P2 (725.0 con-
ditional units). This fact may be a predictor of 
the fact that R2 is able to activate the production 
of to lDCs in vitro with CryoP2MNCs to the highest 
extent compared to R1 and R3.
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ня показника СІФ клітин був не пропорційний 
ступеню зростання вмісту Нsp70+-МНК. Мак-
симальний СПС визначався після кріокон-
сервування МНК за Р2 (725,0 умов. од.). Цей 
факт може бути предиктором того, що Р2 
здатен активувати продукцію толДК in vitro 
з КріоР2МНК у найбільшій мірі порівняно з Р1 
і Р3.

Дійсно, вміст Нsp70+-клітин серед ДК, отри-
маних з КріоР2МНК, порівняно з НатДК, пе-
ревищувала цей показник у 1,8 раза (5,1 і 2,8% 
відповідно) (табл. 2). Абсолютна кількість КріоР2ДК 
(6,7 × 106 кл) також перевищувала показник 
НатДК (5,6 × 106 кл), тоді як абсолютна кількість 
КріоР1ДК (5,1 × 106 кл) не відрізнялась від кон-
тролю, а КріоР3ДК — була нижче майже у 3 рази 
(1,9 × 106 кл).

Після культивування in vitro нативних і кріо-
консервованих за різними режимами МНК, СІФ, 
отриманих з них Hsp70+-клітин як серед НатДК, 
так і КріоДК була в 10 разів більше (табл. 2), 
ніж Hsp70+-МНК (див. табл. 1). Це можна пояс-
нити тим, що експресія білків теплового шоку, 
зокрема Нsp70, може підвищуватися не тіль-
ки під впливом кріоконсервування, але і під 
дією ростових факторів та інтерлейкінів [24], 

Indeed, the content of Hsp70+ cells among DCs 
obtained from CryoR2MNC compared to NatDCs 
exceeded this index by 1.8 times (5.1 and 2.8%, 
respectively) (Table 2). The absolute number of 
CryoR2DCs (6.7 × 106 cells) also exceeded that of 
NatDCs (5.6 × 106 cells), while the absolute number 
of CryoR1DCs (5.1 × 106 cells) did not diff er from 
the control, and CryoR3DCs was lower by almost 
3 times (1.9 × 106 cells).

After in vitro cultivation of native and cryo-
preserved MNCs, MFI under diff erent regimens, the 
number of Hsp70+ cells obtained from them among 
both NatDCs and CryoDCs was 10 times higher 
(Table 2) than Hsp70+ MNCs (see Table 1). This 
can be explained by the fact that the expression 
of heat shock proteins, in particular Hsp70, can 
increase not only under the infl uence of cryo-
preservation, but also under the infl uence of growth 
factors and interleukins [24], which were present 
in the culture medium for DCs induction. The 
total light index of Hsp70+ CryoR2DCs exceeded 
that of NatDCs, CryoR1DCs and even more so 
CryoR3DCs by 1.5, 1.3 and 3.6 times, respectively. 
In general, this indicates that Hsp70+CryoR2DCs 
acquire structural and functional characteristics 
with the highest tolerogenic potential.

Примітки: * — показники значущі відносно контролю (НатМНК); # — показники значущі відносно КріоР2МНК 
(р < 0,01).

Notes: *– indices are signifi cant relative to the control (NatMNCs); # – indices are signifi cant relative to CryoR2MNCs 
(p < 0.01).

Таблиця 1. Показники, що характеризують стан МНК, кріоконсервованих за різними режимами (n = 5)

Table 1. Indices characterizing the state of MNCs cryopreserved under diff erent regimens (n = 5)

МНК, кріоконсер-
вовані за різними 

режимами 
MNCs cryopreserved 

under different 
regimens

Вміст Hsp70+-клітин, % 
Hsp70+ cell content, %

СІФ, умов.од. 
MFI, arb.unit

СПС, умов.од. 
TLI, arb.unit

Вміст МНК, % 
Content of MNCs, %

Абсолютна кіль-
кість × 106 клітин 

Absolute cell number  
× 106

НатМНК (контроль) 
NatMNCs (control)

2,0
[1,9; 2,1]#

166,3 
[165,6; 179,6]#

332,6 
[314,6; 334,3]# 100,0 9,3

[8,1; 11,4]#

КріоР1МНК 
CryoR1MNCs

3,6 
[3,4; 3,7] *#

151,7
[145,4, 153,2]#

537,9 
[520,9; 546,1]*# 84,9*# 7,9

[6,4; 8,2]*

КріоР2МНК 
CryoR2MNCs

5,3
[4,5; 5,4] *

136,8
[131,9; 147,4] *

725,0 
[663,3; 765,0]* 89,2* 8,3

[7,6; 9,6] *

КріоР3МНК 
CryoR3MNCs

7,1
[6,7; 7,4]*#

61,2 
[59,6; 65,7]*#

440,2 
[434,5; 488,7]*# 66,7*# 6,2

[5,9; 6,7]*#
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які були присутні в культуральному середовищі 
для індукції ДК. Сумарний показник світлення 
Hsp70+ КріоР2ДК перевищував такий показ-
ник НатДК, КріоР1ДК і тим більше КріоР3ДК 
у 1,5, 1,3 і 3,6 разів відповідно. Вцілому це свід-
чить про набування Hsp70+КріоР2ДК струк-
турних і функціональних характеристик з най-
більшим толерогенним потенціалом. 

Відомо, що одним з критеріїв толероген-
ної здатності ДК є формування під їх впливом 
Трег (CD4+CD25+FOXP3+) [23], вміст і функ-
ція яких знижена при аутоімунних захворю-
ваннях. Субпопуляція Трег утворюється з наїв-
них CD4+-Т-клітин під час розвитку імунної 
відповіді, спрямованої на зупинку запальної ре-
акції. У процесі запалення продукується ІЛ-2, 
який є ключовим цитокіном, що викликає 
експресію CD25-маркера (α-ланцюг рецепто-
ра ІЛ-2, ІЛ-2Rα) на CD4+-клітинах [5], а FOXP3 
є найбільш специфічним внутрішньоклітинним 
маркером Tрег, який обумовлює їх супресорну 
функцію [16, 19]. 

Наступним етапом дослідження була оцінка 
толерогенного потенціала ДК, яки були отри-
мані з кріоконсервованих за різними режи-
мами МНК, і мали різний вміст Hsp70-білка. 
Базовим критерієм толерогенного потенціалу ДК 
була їх здатність формувати Трег (CD4+CD25+ і 
FOXP3+) у селезінці мишей з АА (рис. 1). 
Встановлено, що показники вмісту обох субпо-

One of the criteria for the tolerogenic ability 
of DCs is known to be the formation of Treg 
(CD4+CD25+FOXP3+) under their infl uence [23], 
the content and function of which are reduced in 
autoimmune diseases. Treg subpopulation is formed 
from naive CD4+ T cells during the development 
of an immune response aimed at stopping the 
infl ammatory reaction. During infl ammation, IL-2 
is produced, which is a key cytokine that induces 
the expression of the CD25 marker (IL-2 receptor 
α chain, IL-2Rα) on CD4+ cells [2], and FOXP3 
is the most specifi c intracellular Treg marker 
that determines their suppressor function [16, 19].

The next stage of the study was to assess the 
tolerogenic potential of DCs obtained from cryo-
preserved MNCs using diff erent modes and with 
diff erent Hsp70 protein content. The basic criterion 
for the tolerogenic potential of DCs was their 
ability to form Treg (CD4+CD25+ and FOXP3+) 
in the spleen of mice with AA (Fig. 1). It was 
found that the content of both subpopulations of 
CD4+CD25+ and FOXP3+ cells did not have sig-
nifi cant diff erences in intact animals (4.43 ± 0.33%; 
4.99 ± 0.37%, respectively). Our data are consistent 
with the data of J. Fontenot et al. [7] regarding 
the concentration of these cells in intact animals. 
The balanced state of Treg, when all CD4+CD25+ 
cells expressed the FOXP3 marker in intact animals, 
changed signifi cantly under the conditions of AA 
development (Fig. 1). That is, there is an obvious 

Примітки: * — показники значущі відносно контролю (НатДК); # — показники значущі відносно КріоР2ДК 
(p < 0,01).

Notes: * – indices are signifi cant relative to the control (NatDCs); # – indices are signifi cant relative to CryoR2DCs 
(p < 0.01).

Таблиця 2. Показники, що характеризують стан ДК, отриманих in vitro з кріоконсервованих 
за різними режимами МНК (n = 5)

Table 2.  Indices characterizing the state of DCs obtained in vitro from cryopreserved MNCs 
using diff erent regimens (n = 5)

МНК, кріоконсервовані 
за різними режимами 

DCs obtained from MNCs 
cryopreserved under different 

regimens

Вміст Hsp70+-
клітин, % 

Hsp70+ cell 
content, %

СІФ, умов.од. 
MFI, arb.unit

СПС, умов.од. 
TLI, arb.unit

Вміст МНК, % 
Content of 

DCs, %

Абсолютна кількість  
× 106 клітин 

Absolute number of 
DCs × 106 cells

НатМНК (контроль) 
NatDCs (control)

2,8
[2,5; 3,1]#

1893,4
[1886,2; 1914,7]#

5271,8
[4808,8 ; 5935,6]# 100 5,6

[5,4; 5,7] #

КріоР1МНК 
CryoR1DCs

3,9
[3,8; 4,2]* #

1473,7
[1463,5; 1493,6] *#

5825,0
[5561,3; 6107,6]*# 51,0*# 5,1

[4,8; 5,3]#

КріоР2МНК 
CryoR2DCs

5,1
[4,9; 5,2] *

1516,7
[1507,3; 1534,8]*

7758,9
[7385,8; 7890,7]* 67,0* 6,7

6,5; 6,8*

КріоР3МНК 
CryoR3DCs 

2,1
[2,0; 2,2]*#

1024,5
[1013,5; 1035,4]*#

2151,5
[2112,8; 2229,7]*# 19,0*# 1,9

[1,8; 2,4]*#
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пуляцій CD4+ CD25+- 
і FOXP3+-клітин не 
мали значущих від-
мінностей у інтакт-
них тварин (4,43 ± 
0,33%; 4,99 ± 0,37% 
відповідно). Наші да-
ні узгоджуються з да-
ними J. Fontenot і 
співавт. [10] щодо 
концентрації цих клі-
тин у інтактних тва-
рин, коли їх кількість 
збігається. Збалансова-
ний стан Трег, коли 
усі CD4+CD25+-клі-
тини експресували 
FOXP3-маркер у ін-
тактних тварин, сут-
тєво змінювався в 
умовах розвитку АА 
(рис. 1). Тобто, оче-
видно розбалансу-
вання «гармонізова-
ного» співвідношення 
CD4+CD25+- і клітин, 
що були FOXP3-
позитивними під час 

imbalance of the ‘harmonized’ ratio of CD4+CD25+ 
and cells that were FOXP3-positive during 
the development of pathology. Indeed, the AA 
development was accompanied by a more 
powerful proliferation of CD4+CD25+ cells against 
the background of a decrease (by 1.4 times) in the 
level of FOXP3 protein compared to the intact 
control, which causes a decrease in their functional 
activity (Fig. 1) [7].

The introduction of DCs derived from NatMNCs 
to mice with AA to a certain extent, although it did 
not reach the level of CD4+CD25+ and FOXP3+-cells 
of intact control, ‘harmonized’ their ratio. At the 
same time, DCs derived from cryopreserved MNCs 
according to various regimens caused diff erent 
changes in the assessed Treg subpopulations not 
only in comparison with NatDCs, but also among 
themselves (Fig. 1). Thus, CryoR1- and CryoR2DCs 
with a higher content and rate of Hsp70 expression, 
compared with NatDCs, led to an increase in both 
CD4+CD25+- and FOXP3+-cells. It is important that 
during the introduction of CryoR2DCs, the increase 
in the percentage of CD4+CD25+- and FOXP3+-
cells was absolutely identical. This fact indicates 
that after such cryopreservation conditions (at R2), 
all generated CD4+CD25+ cells were FOXP3-posi-
tive with their inherent suppressor function [16]. 

Рис. 1. Вміст Трег-клітин (CD4+CD25+ (1) і FOXP3+ (2) в селезінці тварин з АА після 
введення НатДК, КріоР1ДК, КріоР2ДК, КріоР3ДК (n = 5). Введення НатДК, КріоДК та 
дексаметазону  у якості контролю, на 14-у добу розвитку АА, атестація на 21-у добу;  
показники значущі відносно Інтакт (*) та КріоР2ДК (#); p < 0,01.

Fig. 1. Content of Treg cells (CD4+CD25+ (1) and FOXP3+ (2) in the spleen of animals 
with AA after administration of NatDC, CryoR1DC, CryoR2DC, CryoR3DC (n = 5). Admi-
nistration of NatDC, CryoDC and dexamethasone as a control, on the 14th day of AA 
development, certifi cation on the 21st day; indices are signifi cant relative to Intact (*) 
and CryoR2DC (#); p < 0.01.
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розвитку патології. Дійсно, розвиток АА супро-
воджувався більш потужною проліферацією 
CD4+CD25+-клітин на тлі зниження рівня (у 1,4 
рази) FOXP3-білка порівняно з інтактним контро-
лем, що обумовлює зниження їхньої функціо-
нальної активності (рис. 1) [10].

Введення ДК, що отримані з НатМНК, мишам 
із АА у певній мірі, хоча і не досягало рівня показ-
ників CD4+CD25+ і  FOXP3+-клітин інтактного кон-
тролю, але «гармонізувало» їх співвідношення. У 
той же час ДК, отримані з кріоконсервованих за 
різними режимами МНК, викликали різну  зміну 
оцінених субпопуляцій Трег не тільки порівняно 
з НатДК, але і між собою (рис. 1). Так, КріоР1ДК 
і КріоР2ДК з більшим вмістом і рівнем експресії 
Hsp70, порівняно з НатДК, приводили до збіль-
шення як CD4+CD25+-, так і FOXP3+-клітин. Важ-
ливо, що під час введення КріоР2ДК зростання 
відсотка CD4+CD25+- і FOXP3+-клітин абсолютно 
співпадало. Цей факт свідчить про те, що після 
таких умов кріоконсервування (за Р2) усі сформо-
вані CD4+CD25+-клітини були FOXP3-позитивни-
ми з притаманною їм супресорною функцією [16]. 
Суттєво, що ДК, отримані з КріоР2МНК, мали 
найбільший відсоток Hsp70+-клітин (5,1 ± 0,1%) 
і СПС (7758,9 ± 131,8 умов. од.) порівняно як 
з НатДК, так і КріоР1ДК і КріоР3ДК (табл. 2). 
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Введення тваринам з АА 
КріоР3ДК з низьким вмістом 
Hsp70+-клітин і рівнем екс-
пресії Hsp70-білка не призво-
дило до стимулювання Трег.

Застосування для лікування 
АА дексаметазону як одного 
з представників базової глю-
кокортикоїдної терапії подіб-
них захворювань у клінічній 
практиці в незначній мірі змі-
нювало порівняно з АА кон-
центрацію CD4+CD25+-клітин 
на тлі суттєвого зростання у 
порівнянні з інтактним контро-
лем відсотка FOXP3+-клітин. 
Тобто, дексаметазон істот-
но не коригував порушення 
згаданої вище «гармонізації» 
співвідношення обох субпо-
пуляцій імунокомпетентних 
клітин, що забезпечують їх 
статус-кво в імунній системі 
здорового організму ссавців 
[10]. Схоже, що зростання 
вмісту FOXP3+-клітин при тих 
чи тих дисбалансах імунної 
системи ще не свідчить про їх 
здатність реалізувати супре-
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Signifi cantly, DCs derived from CryoR2 MNCs 
had the highest percentage of Hsp70+ cells (5.1 ± 
0.1%) and ATP (7758.9 ± 131.8 conditional units) 
compared to both NatDCs and CryoR1- and 
CryoP3DCs (Table 2).

Administration of CryoR3DCs with a low content 
of Hsp70+ cells and a low expression rate of Hsp70 
protein  to animals with AA did not lead to Treg 
stimulation.

The use of dexamethasone  for the treatment 
of AA as one of the representatives of the basic 
glucocorticoid therapy for similar diseases in clinical 
practice, to a small extent changed the concentration 
of CD4+CD25+ cells compared to AA with  strong 
rise in the percentage of FOXP3+ cells compared 
to the intact control. That is, dexamethasone did 
not signifi cantly correct the disorder of the above-
mentioned ‘harmonization’ of the ratio of both 
subpopulations of immune competent cells, which 
ensure their status quo in the immune system of 
a healthy mammalian organism [7]. It seems that 
the increase in the content of FOXP3+ cells with 
certain imbalances of the immune system does not 
yet indicate their ability to implement a suppressive 
eff ect. For example, there are reports that FOXP3 
protein can also be expressed by eff ector T cells 

Рис. 2. Індекс артриту у мишей з АА до та після введення толДК, 
отриманих з КріоМНК (n = 5); у здорових тварин ІА було прийнято за 1,0; 
введення НатДК, КріоДК та дексаметазону на 14-у добу розвитку АА, 
атестація на 21-у добу;  показники значущі відносно АА (*) та КріоР2ДК (#); 
1 — АА; 2 – Дексаметазон; 3 — КріоР3ДК; 4 — НатДК; 5 — КріоР1ДК; 
6 —  КріоР2ДК; 7 —  Інтактний контроль; р < 0,01.

Fig. 2. Arthritis index in mice with AA before and after administration of 
tolDCs obtained from CryoMNCs (n = 5); in healthy animals, IA was assumed 
as 1.0; administration of NatDCs, CryoDCs and dexamethasone on 
day 14 of AA development, certifi cation on the 21st day; indicators are 
signifi cant relative to AA (*) and CryoR2DCs (#); 1 – AA; 2 – Dexa-
methasone; 3 – CryoR3DCs; 4 – NatDCs; 5 – CryoR1DCs; 6 – CryoR2DCs; 
7 – Intact control; p < 0.01.

сивний ефект. Наприклад, є повідомлення про те, 
що FOXP3-білок можуть експресувати і ефектор-
ні Т-клітини після активації [8]. Наведені прик-
лади корелюють з  результати наших досліджень 
про те, що після введення дексаметазону тваринам 
з АА, коли вміст клітин, що експресують FOXP3-
білок у 1,5 раза, перевищував вміст CD4+CD25+-
Трег. 

Результати оцінки клінічного статусу тварин 
за ІА є підтвердженням толерогенного ефекту 
застосування КріоР1ДК і КріоР2ДК з підвищеним 
вмістом Hsp70+-клітин і ступенем експресії Hsp70-
білка в них (рис. 2). При введенні КріоР1ДК і 
КріоР2ДК індекс артриту становив 1,24 і 1,16 від-
повідно, на відміну від цього показника у тварин 
з АА без лікування (1,6).

Введення КріоР1ДК і КріоР2ДК переважали 
НатДК за здатністю мінімізувати ІА. Найбіль-
шою мірою ІА знижувався і наближався до показ-
ника інтактних здорових тварин після введення 
КріоР2ДК (1,0 і 1,16 відповідно; рис. 2). При цьо-
му інтегральний показник СПС Hsp70+КріоР2ДК 
був найбільшим. 

Отримані результати можуть бути корисні для 
застосування ДК з підвищеним толерогенним 
потенціалом у терапії аутоімунних захворювань.

Доба розвитку АА
Day of development of AA
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Висновки
Таким чином, доведена здатність кріоконсерву-

вання підвищувати рівень експресії Hsp70-білка в 
МНК кісткового мозку, що обумовлює формуван-
ня з них in vitro ДК з незрілим фенотипом і толе-
рогенними властивостями.

Показано, що толерогенний потенціал ДК мож-
на змінювати умовами кріоконсервування МНК, 
з яких їх отримують. Визначено режим кріокон-
сервування (Р2), який забезпечує максимальне 
збільшення Hsp70+МНК і сформованих з них in 
vitro Hsp70+ДК з толерогенною активністю.

Отримані in vitro ДК з кріоконсервованих за 
Р2 мононуклеарних клітин кісткового мозку з 
підвищеним вмістом Hsp70 продемонстрували 
збільшення кількості Трег у тварин з АА і нор-
малізації їх клінічного статусу.

after activation [5]. These examples correlate with 
those of our studies when  after the administration of 
dexamethasone to animals with AA, the content of 
cells expressing FOXR3 protein exceeded the content 
of CD4+CD25+- Treg by 1.5 times.

The results of the assessment of the clinical 
status in animals with AI confi rm the tolerogenic 
eff ect of the use of CryoR1DCs  and CryoR2DCs 
with an increased content of Hsp70+ cells and the 
expression rate  of Hsp70 protein in them (Fig. 2). 
When administered CryoR1DCs and CryoR2DCs, 
the arthritis index was 1.24 and 1.16, respectively, 
in contrast to this index in animals with AA without 
treatment (1.6).

Administration of CryoR1- and CryoR2DCs 
was superior to NatDCs in terms of the ability to 
minimize AI. It critically decreased and appro-
ached the value of intact healthy animals upon 
administration of CryoR2DC (1.0 and 1.16, respec-
tively; Fig. 2). At the same time, the integral index 
of the TLI of Hsp70+CryoR2DC was the highest.

Our fi ndings may be helpful to use the DCs with 
increased tolerogenic potential in the treatment of 
autoimmune diseases.

Conclusions
Thus, the possibility of cryopreservation to 

increase the rate of Hsp70 protein expression in bone 
marrow MNCs has been proven. All this causes the 
formation of DCs with an immature phenotype and 
tolerogenic properties from them in vitro.

Tolerogenic potential of DCs has been shown 
to be changed by the cryopreservation conditions 
of MNCs from which they were derived. There 
has been determined the cryopreservation re-
gimen (R2), providing the maximum increase in 
Hsp70+MNCs and Hsp70+DCs in vitro formed 
from them with tolerogenic activity. 

DCs in vitro obtained from cryopreserved 
R2 bone marrow mononuclear cells with an in-
creased content of Hsp70 demonstrated signifi -
cantly higher tolerogenic activity, as assessed 
by the increase in Treg formation in animals with 
AA and their clinical status normalization.
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