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Реферат: В настоящее время в трансплантологии широко применяются свиные сосуды, сердечные клапаны. 

В связи с высоким уровнем экспрессии Gal-α-1,3-Gal (эпитоп α-Gal) свиные биопротезы подвергают перед
трансплантацией специальной обработке для удаления или деактивации этого эпитопа. Полученные нами ранее
данные свидетельствуют о том, что некоторые среды, используемые для гипотермического хранения (ГХ), умень-
шают экспрессию эпитопа α-Gal в ткани аорты in vitro. В настоящей работе было исследовано влияние ГХ в раст-
ворах «Гистидин-триптофан-кетоглутарат» (НТК), «Евро-Коллинз» и модифицированной среде Дульбекко (DMEM)
на сохранность трансплантатов аорты in vivo. Анализ гистологического строения стенки аорты и оценка уровня
экспрессии иммунных субъединиц протеасом LMP2 и LMP7 показали, что на 7-е сутки после ксенотрансплан-
тации фрагментов аорты, подвергнутых ГХ в растворе «Евро-Коллинз», вызывают менее выраженный иммунный
ответ по сравнению с ксенографтами, инкубированными в НТК и DMEM, что может быть частично связано с составом
среды «Евро-Коллинз». Полученные данные представляют интерес для разработки новых методов предтранспланта-
ционной подготовки донорского материала.

Ключевые слова: эпитоп α-Gal, аорта новорожденных поросят, ксенотрансплантация, гипотермическое хранение, им-
мунопротеасомы.

Реферат: На даний час у трансплантології широко використовуються судини, серцеві клапани, донором яких є сви-
ня. У зв’язку з високим рівнем експресії Gal-α-1,3-Gal (епітоп α-Gal) свинячі біопротези піддають перед транс-
плантацією спеціальній обробці для видалення або деактивації цього епітопа. Отримані нами раніше дані свідчать
про те, що деякі середовища, використовувані для гіпотермічного зберігання (ГЗ), зменшують експресію епітопа
α-Gal у тканині аорти in vitro. У даній роботі було досліджено вплив ГЗ у розчинах «Гістидин-триптофан-кето-
глутарат» (НТК), «Євро-Колінз» і модифікованому середовищі Дульбекко (DMEM) на збереження трансплантатів
аорти in vivo. Аналіз гістологічної структури стінки аорти і оцінка рівня експресії імунних субодиниць протеасом
LMP2 і LMP7 показали, що на 7-му добу після ксенотрансплантації фрагменти аорти, піддані ГЗ у роз-
чині «Євро-Коллінз», викликають менше виражену імунну відповідь у порівнянні з ксенографтами, які інкубували
в НТК і DMEM, це може бути частково пов’язано зі складом середовища «Євро-Колінз». Отримані дані становлять
інтерес для розробки нових методів передтранплантаційної підготовки донорського матеріалу.

Ключові слова: епітоп α-Gal, аорта новонароджених поросят, ксенотрансплантація, гіпотермічне зберігання, імуно-
протеасоми. 

Abstract: Nowadays the porcine vessels and heart valves have been widely applied in transplantology. Due to a high 
level of Gal-α-1,3-Gal (α-Gal epitope) expression, the porcine bioprostheses are specially treated prior to transplantation 
either to remove this epitope or to deactivate it. Our previous findings showed that certain media, used for hypothermic 
storage (HS), reduced the α-Gal epitope expression in aortic tissue in vitro. Here, we studied the HS impact in the histidine-
tryptophan-ketoglutarate (HTK), Euro-Collins and Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) solutions on aortic graft
integrity in vivo. The analysis of aortic wall histological structure and the evaluation of the immunoproteasome subunits
LMP2 and LMP7 expression level demonstrated the aortic fragments, subjected to HS in Euro-Collins solution to day 7 after
xenotransplantation to cause a less pronounced immune response as compared to the HTK- and DMEM-incubated 
xenografts. This may be partially due to the Euro-Collins medium composition. Our findings may be of interest for ela-
borating the novel methods for donor material pre-transplantation preparation.

Key words: α-Gal epitope, newborn piglet aorta, xenotransplantation, hypothermic storage, immunoproteasomes.
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В трансплантологии широко используются
свиные биопротезы, представляющие собой об-
работанные специальным способом сосуды, сер-
дечные клапаны, клапаносодержащие кондуиты 
или фрагменты подслизистой тонкого кишеч-
ника [2–4, 14, 34–36]. Органы и ткани свиньи
являются сложным объектом для трансплан-
тации, поскольку имеют высокий уровень экс-
прессии так называемого «главного ксеноанти-
гена» – углеводного остатка Gal-α-1,3-Gal (эпи-
топа α-Gal). 

В процессе эволюции у человека и некоторых 
видов обезьян произошла инактивация гена, от-
ветственного за экспрессию фермента α-1,3-га-
лактозилтрансферазы (1,3-GT), поэтому в соста-
ве гликопротеинов клеточных мембран людей
отсутствует α-Gal эпитоп [16]. Однако этот фер-
мент экспрессируется в клетках бактерий, засе-
ляющих кишечник человека, в следствии этого 
кровь человека содержит высокий титр антител 
к α-Gal эпитопу [15].

Установлено, что распознавание α-Gal эпитопа 
при ксенотрансплантации происходит не только
с помощью антител [20], но и путем представ-
ления антигена дендритными клетками или мак-
рофагами (антиген-представляющими клетка-
ми (АПК)) CD8+ Т-лимфоцитам [11]. Согласно 
современным представлениям в процесс обра-
ботки антигена для кросс-презентации вовле-
чены иммунные протеасомы [8, 19, 31, 32]. Сле-
довательно, экспрессия иммунных субъединиц 
протеасом в сайте трансплантации может быть 
одним из признаков распознавания и презен-
тации чужеродных антигенов. 

Известно, что вещества, входящие в состав кон-
сервирующих или перфузионных сред, способны 
влиять на мембрану клетки и модифицировать
ее поверхность [18, 26]. Современные технологии 
получения биопротезов, пригодных для транс-
плантации, обязательно включают этапы удале-
ния или деактивации эпитопа α-Gal [2, 14]. 

Рядом авторов было отмечено улучшение вы-
живаемости трансплантатов после длительной 
гипотермической перфузии кардиоплегическим 
раствором, инкубации с криопротектором или 
криоконсервирования [5, 7, 38]. M. Keller и соавт. 
[21] указывали на снижение экспрессии эпито-
па α-Gal в эндотелиоцитах аорты свиньи после
инкубации в растворе НТК. В экспериментах 
in vitro было показано снижение уровня экс-
прессии α-Gal в ткани аорты новорожденных
поросят после 24-часовой инкубации в растворах 
НТК и «Евро-Коллинз» при температуре 4°С [1]. 
Однако до сих пор не было выяснено, как влияет 
снижение экспрессии эпитопа α-Gal на мембра-

The porcine bioprostheses, i. e. the especially pro-
cessed vessels, heart valves, valve-containing con-
duits or fragments of small intestinal submucosa
have been widely used in transplantology [1, 5, 13, 
20, 33, 35, 36]. The porcine organs and tissues are 
a complex object for transplantation, since they 
have a high expression level of the so-called ‘main 
xenoantigen’, i. e. the carbohydrate residue of Gal-α-
1,3-Gal (α-Gal epitope).

During evolution, the gene responsible for the
α-1,3-galactosyltransferase (1,3-GT) enzyme expres-
sion has been inactivated in human and some 
monkey species, therefore there is no α-Gal epitope 
contained in human cell membrane glycoproteins 
[15]. However, this enzyme is expressed in cells
of bacteria, which colonize the human intestine. 
As a result, there is a high titer of antibodies to the 
α-Gal epitope in human blood [14].

The α-Gal epitope was established to be re-
cognized during xenotransplantation not only by 
means of antibodies [19], but via antigen presenting 
either by dendritic cells or macrophages (antigen 
presenting cells (APCs)) to CD8+ T-lymphocytes 
as well [10]. According to current concepts, the 
immunoproteasomes are involved into antigen pro-
cessing for cross-presentation [7, 18, 31, 32]. Con-
sequently, the expression of immunoproteasome 
subunits in the transplantation site may be one
of the signs of recognition and presentation of fo-
reign antigens.

It is known that the substances within either 
preservation or perfusion media may aff ect the cell 
membrane and modify its surface [17, 26]. The 
current technologies for processing the biopros-
theses, suitable for transplantation, include the ob-
ligatory steps of either α-Gal epitope removal or 
deactivation [5, 13]. 

Several authors found an enhanced survival in 
grafts after prolonged hypothermic perfusion with 
cardioplegic solution, incubation with a cryopro-
tectant or cryopreservation [3, 6, 38]. M. Keller et 
al. indicated a decrease in α-Gal epitope expression
in porcine aortic endothelial cells after incubation 
in HTK solution [21]. The in vitro experiments 
demonstrated a decrease in α-Gal expression level 
in the newborn piglet aortic tissue after 24-hour 
incubation in HTK and Euro-Collins solutions at 
4°C [2]. However, the way how a decrease in α-Gal 
epitope expression on aortic cell membranes aff ects 
the survival of tissue after in vivo xenotransplan-
tation, has not yet been fully elucidated.

The research was aimed to study the eff ect of 
hypothermic incubation of newborn piglet aorta 
in preservation media of diff erent composition on 
the integrity of its histological structure and the 
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нах клеток аорты на выживаемость ткани после 
ксенотрансплантации in vivo.

Цель работы – изучение влияния гипотерми-
ческой инкубации аорты новорожденных поро-
сят в консервирующих средах разного состава 
на сохранность ее гистологического строения и 
экспрессию иммунных субъединиц протеасом
LMP2 и LMP7 после ксенотрансплантации кры-
сам.

Материалы и методы
Эксперименты были проведены в соответствии

с Законом Украины «О защите животных от жес-
токого обращения» (№ 3447- IV от 21.02.2006 г.) 
при соблюдении требований Комитета по биоэ-
тике Института, согласованных с положениями 
«Европейской конвенции о защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментальных 
и других научных целей» (Страсбург, 1986).

Фрагменты аорты новорожденных поросят 
длиной 0,5–0,7 см разрезали вдоль, отмывали в 
холодном стерильном физиологическом растворе 
и помещали на 20 ч при 4°С в раствор НТК («Dr.
F. Kohler Chemie GmbH», Германия) или «Евро-
Коллинз» («Chemech Laboratories Ltd», Индия). 

В качестве образца сравнения использова-
ли фрагменты аорты, инкубированные в среде 
DMEM («PAA», Австрия) в течение 20 ч в тех же 
условиях, а также ткань аорты, обработанную фер-
ментом α-галактозидазой («α-Galactosidase from 
green coff ee beans», «Sigma», США). Известно, 
что данный фермент элиминирует эпитоп α-Gal
с поверхности клеток свиньи [29]. 

Обработку ферментом проводили следующим 
образом. Фрагмент аорты размером 0,5 × 0,5 см 
инкубировали в ферментативном растворе α-га-
лактозидазы (5 Ед/мл фермента, 100 мМ HEPES, 
рН 5,0) в течение 20 ч при 4℃. Затем трижды 
промывали стерильным физиологическим раст-
вором по 5 мин.

Эктопическую ксенотрансплантацию осу-
ществляли 6–8-месячным аутбредным белым 
крысам-самцам под капсулу почки по методу
N.J. Robertson и соавт. [30]. Фрагменты аорты от-
мывали от консервирующих и ферментативной 
сред в стерильном физиологическом растворе, 
разрезали скальпелем на кусочки размером приб-
лизительно 0,1 × 0,1 см и трансплантировали под
капсулу левой почки. Во время операции крыс 
наркотизировали введением комбинации «Золе-
тил 100» («Virbac», Франция) и «Седазин» («Bio-
wet», Польша). В пре- и посттрансплантацион-
ном периоде иммуносупрессанты не применяли.

Животные были разделены на четыре группы
с ксенотрансплантацией: 1 – фрагментов после

expression of immunoproteasome subunits LMP2 
and LMP7 after xenotransplantation to rats.

Materials and methods
The experiments were carried out in accordance 

with the Law of Ukraine On the Protection of Ani-
mals Against Cruelty (№  3447-IV of February 21, 
2006), in compliance with the requirements of the 
Bioethics Committee of the Institute for Problems 
of Cryobiology and Cryomedicine of the NAS 
of Ukraine, agreed to the statements of European 
Convention for the Protection of Vertebrate Ani-
mals Used for Experimental and Other Scientifi c 
Purposes (Strasburg, 1986).

The newborn piglet aortic fragments of 0.5–
0.7 cm long were cut lengthwise, washed in cold 
sterile physiological saline and then placed for 20 hrs 
at 4°C into either HTK (Dr. F. Kohler Chemie GmbH, 
Germany) or Euro-Collins (Chemech Laboratories 
Ltd, India) solutions.

The aortic fragments, incubated in DMEM 
(PAA, Austria) for 20 hrs under the same conditions,
as well as the aortic tissue, treated with α-galactosi-
dase enzyme (‘α-Galactosidase from green coff ee 
beans’, Sigma, USA) were the reference specimens. 
This enzyme is known to eliminate the α-Gal epitope 
from the porcine cell surface [29].

The treatment with enzyme was as follows. An
aortic fragment (0.5×0.5 cm) was incubated in α-ga-
lactosidase enzyme solution (5 U/ml of enzyme,
100 mM HEPES, pH 5.0) for 20 hrs at 4°C, then 
washed three times with sterile saline for 5 min.

An ectopic xenotransplantation was carried out 
to 6–8-month-old outbred white male rats under
the renal capsule according to the method of 
Robertson et al. [30]. The aortic fragments were 
washed of the preservation and enzymatic media 
by sterile physiological saline, cut with scalpel into 
pieces of approximately 0.1 × 0.1 cm and transplan-
ted under the left renal capsule. During surgery the 
rats were anesthetized with Zoletil 100 (Virbac, 
France) and Sedazin (Biowet, Poland) combination. 
No immunosuppressive drugs were used in pre-
and post-transplantation periods.

The animals were divided into four groups: the 
group 1 comprised the animals with xenotrans-
plantation of fragments after HS in HTK (n = 5);
the group 2 consisted of the animals with xenotrans-
planted fragments after HS in Euro-Collins (n = 5); 
the fragments post HS in DMEM made the group 3 
(n = 5); those after α-galactosidase treatment (n = 4) 
represented the group 4. 

To day 7 after transplantation, the rats were 
sacrifi ced and the kidneys with grafts were remo-
ved, then fi xed in 4% paraformaldehyde for 4 hrs
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ГХ в НТК (n = 5); 2 – фрагментов после ГХ
в «Евро-Коллинз» (n = 5); 3 – фрагментов после 
ГХ в DMEM (n = 5); 4 – фрагментов после обра-
ботки α-галактозидазой (n = 4).

На 7-е сутки после трансплантации крыс за-
бивали и извлекали почки с трансплантатами, 
которые 4 ч фиксировали в 4%-м параформаль-
дегиде (рН 7,4, «Sigma»), переносили на ночь
в раствор 30%-й сахарозы на фосфатно-солевом 
буфере (PBS), после чего медленно заморажи-
вали и хранили в жидком азоте до момента при-
готовления криостатных срезов. Для приготов-
ления криостатных срезов образцы извлекали из
хранилища, заливали в монтирующую среду «Tis-
sue-Tek» («Sakura», Япония) и изготавливали серии 
поперечных срезов ткани толщиной 5 × 7 мкм на 
криомикротоме «MEV» («MEV» Германия).

Для иммунофлуоресцентного мечения субъ-
единиц иммунопротеасом LMP2 и LMP7 образцы 
пермеабилизировали в 0,1М PBS (pH 7,4), содер-
жащем 0,25% Тритон X-100 и 0,1% Tween 20
(оба – «Sigma») в течение 20 мин. Для блокиров-
ки неспецифического мечения срезы выдержи-
вали 60 мин при комнатной температуре в рас-
творе, содержащем 2% бычьего сывороточного 
альбумина («Sigma»), 0,2% Тритон X-100 и 0,3М 
глицина («Reanal», Венгрия). Затем образцы ин-
кубировали в разведении 1:500 с первыми кроли-
чьими антителами к субъединице LMP7 («Enzo 
Life Science», США) или мышиными антитела-
ми к субъединице LMP2 («Enzo Life Science») в 
течение 15 ч при 4°С. После тройной отмывки 
от первых антител образцы инкубировали в те-
чение 30 мин при комнатной температуре со вто-
рыми антителами: антикроличьими Alexa488-
конъюгированными («Abcam», Великобритания) в
разведении 1:700 или антимышиными Alexa546-
конъюгированными («Abcam») в разведении 1:600
соответственно. Для мечения макрофагов был
использован прямой протокол мечения с РЕ-
конъюгированными антителами (Anti-Rat Macro-
phage Marker, «eBioscience», США) в разведении 
1:60.

После отмывки от антител срезы заключали
под покровные стекла и исследовали с помощью
конфокального лазерного микроскопа «Axio Ob-
server Z1» («Carl Zeiss», Германия). Интенсивность 
флуоресценции антител, конъюгированных с Ale-
xa488, регистрировали при возбуждении 490 нм
и излучении 519 нм, а антител, конъюгирован-
ных с Alexa546, при возбуждении 556 нм и из-
лучении 573 нм. Для анализа изображения ис-
пользовали программу «LSM Image Examiner» 
(«Carl Zeiss»). Подсчитывали количество клеток, 
экспрессирующих иммунопротеасомы с субъеди-

(pH 7.4, Sigma), transferred into 30% sucrose so-
lution in phosphate-buff ered saline (PBS) overnight, 
then slowly frozen and stored in liquid nitrogen
until cryostat section preparing. To prepare the 
cryostat sections, the specimens were removed from 
storage, immersed into Tissue-Tek mounting medium 
(Sakura, Japan), and the series of transverse tissue 
sections of 5–7 μm thick were made with MEV 
cryomicrotome (MEV, Germany).

For immunofl uorescent labeling of the immu-
noproteasome subunits LMP2 and LMP7 the spe-
cimens were permeabilized in 0.1 M PBS (pH 7.4) 
containing 0.25% Triton X-100 and 0.1% Tween
20 (both Sigma) for 20 min. To block the non-spe-
cifi c labeling, the sections were kept for 60 min at 
room temperature in the solution, containing 2% 
bovine serum albumin (Sigma), 0.2% Triton X-100, 
and 0.3 M glycine (Reanal, Hungary). Then the 
specimens were incubated at 1:500 dilution either 
with primary rabbit antibodies to LMP7 subunit 
(Enzo Life Science, USA) or mouse antibodies to 
LMP2 subunit (Enzo Life Science) for 15 hrs at 4°C. 
After a threefold wash-out of primary antibodies, 
the specimens were incubated for 30 min at room 
temperature with the secondary antibodies: anti-
rabbit Alexa 488-conjugated (Abcam, UK) at 1:700
dilution or anti-mouse Alexa 546-conjugated (Ab-
cam) at 1:600 dilution, respectively. For macro-
phage labeling, a direct labeling protocol with 
PE-conjugated antibodies (Anti-Rat Macrophage 
Marker, eBioscience, USA) at 1:60 dilution, was 
used.

After wash-out of antibodies, the sections were 
placed under coverslips and examined using the 
LSM 510 Live confocal laser microscope (Carl
Zeiss, Germany). Fluorescence intensity of the anti-
bodies, conjugated to Alexa 488 and Alexa 546, 
was recorded at the excitation of 490 and 556 nm, 
respectively, and the emission of 519 and 573 
nm, respectively. For image analysis, we used the
LSM Image Examiner software (Carl Zeiss). The 
number of cells, expressing the immunoprotea-
somes with LMP2 and LMP7 subunits in foci of
lymphocyte-macrophage infi ltration in aortic xeno-
graft (fi eld 1) and kidney parenchyma at the boun-
dary with xenograft (fi eld 2) was counted. The 
number of positively labeled cells in the section
at an opposite to xenograft renal pole, was calcu-
lated as well (fi eld 3).

Some sections were stained with hematoxylin
 and eosin by the standard technique. Histological 
samples were examined and photographed using the 
transmitted light microscope AmScope IN300T-FL, 
Model XYL-403 (AmScope, China). The hematoxylin- 
and eosin-stained sections were morphometrically 
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ницами LMP2 и LMP7, в очагах лимфоцитарно-
макрофагальной инфильтрации в ксенотранс-
плантате аорты (поле 1) и паренхиме почки на
границе с ксенотрансплантатом (поле 2). Также
подсчитывали количество позитивно меченных 
клеток в срезе на противоположном от ксено-
трансплантата полюсе почки (поле 3).

Часть срезов окрашивали гематоксилином и
эозином по стандартной методике. Гистологиче-
ские образцы исследовали и фотографировали
с помощью светооптического микроскопа «Am-
Scope IN300T-FL, модель XYL-403» («AmScope», 
Китай). Для морфометрического анализа срезов,
окрашенных гематоксилином и эозином, исполь-
зовали программу для обработки изображений 
«AxioVision Rel 4.7». При увеличении 400 под-
считывали количество клеток в очагах лимфо-
цитарно-макрофагальной инфильтрации в ксе-
нотрансплантате аорты (поле 1) и на границе 
между паренхимой почки и ксенотрансплан-
татом (поле 2). Анализировали по 8–10 серийных 
срезов, полученных от каждого из эксперимен-
тальных животных. Результат нормировали на 
1000 мкм2 площади среза. 

Для статистической обработки данных ис-
пользовали программные приложения «Excel» 
(«Microsoft», США) и «Statistica 7.0» («StatSoft», 
США). Данные представляли в виде средних
значений – стандартное отклонение. Различия 
между выборками оценивали с помощью одно-
факторного дисперсионного анализа, значимыми 
считали различия при p < 0,05. 

Результаты и обсуждение
Пересадка донорской ткани под капсулу почки 

реципиента широко используется в эксперимен-
тальной трансплантологии, поскольку субкап-
сулярное пространство не является иммуноло-
гически привилегированным сайтом, позволяет 
подсадить достаточное количество донорской 
ткани и обеспечивает хорошую васкуляриза-
цию трансплантата [30]. В работе мы использо-
вали субкапсулярную трансплантацию для оценки
выживаемости ткани аорты, ее морфологических 
особенностей и интенсивности иммунологиче-
ских реакций, развивающихся в ответ на ксено-
графт.

Анализ почек с ксенографтами выявил сох-
ранившуюся гистологическую структуру ткани 
аорты на 7-е сутки после трансплантации (рис. 1).
В образцах всех экспериментальных групп хо-
рошо заметна tunica media аорты, представ-
ленная параллельно расположенными тяжами
эластических элементов. Капсула почки над 
трансплантатами часто разволокнена, с единич-

analyzed with the image processing software Axio-
Vision Rel 4.7 (Carl Zeiss). The number of cells 
in the foci of lymphocyte-macrophage infi ltration
in aortic xenograft (fi eld 1) and at the boundary 
between the renal parenchyma and xenograft (fi eld 2) 
were calculated at 400 magnifi cation. 8–10 serial 
sections obtained from each experimental animal 
were analyzed. The result was normalized to 1,000 μm2 
of the section area. 

The data were statistically processed using the 
Excel (Microsoft, USA) and Statistica 7.0 (StatSoft, 
USA) software. The data were presented as the 
mean – standard deviation. Diff erences between the 
samples were assessed with the univariate analysis
of variance, the diff erences were considered sig-
nifi cant at p < 0.05.

Results and discussion
The donor tissue transplantation under the renal 

capsule of recipient is widely used in experimental 
transplantology, since the subcapsular space is not
an immunologically privileged site, and it allows 
grafting a suffi  cient amount of donor tissue and 
ensures a good vascularization of the graft [30].
Here, we used a subcapsular transplantation to as-
sess the survival of aortic tissue, its morphological 
features, and the intensity of immunological reac-
tions, developed in response to xenograft.

The analysis of the kidneys with xenografts 
revealed the preserved histological structure of aortic 
tissue to day 7 post transplantation (Fig. 1). In the 
specimens of all the experimental groups, we could 
see the tunica media of the aorta, represented by 
parallel strands of elastic elements. The renal capsule 
fi bers over the grafts were often disarranged, with 
single small infi ltrates. The rest of the kidney was 
of normal appearance, the tubular epithelium was 
preserved. 

Specifi c structural changes were revealed in xe-
nografts depending on pre-transplant treatment of 
donor tissue. In the group 1 xenografts (fragment 
incubation in HTK solution), the aortic elastic fi bers 
were convoluted and had small gaps in-between. 
Lymphohistiocytic infi ltration was represented by 
small single cell clusters in graft-adjacent paren-
chyma.

In the group 2 grafts (incubation of fragments 
in Euro-Collins solution), the elastic fi bers were 
sharply crimped, somewhere disorganized, with dif-
ferent-sized gaps in-between (Fig. 1, A). In the area 
of the graft adjacency to renal parenchyma, there 
was a small focal lymphohistiocytic infi ltration. In 
the graft-adjacent renal parenchyma, the uneven 
mesangial lymphohistiocytic infi ltration, swelling
of tubular epithelium with desquamation and a 
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ными мелкими инфильтратами. На остальном 
протяжении почка имеет нормальный вид, эпи-
телий канальцев сохранен. 

В ксенографтах были выявлены специфичес-
кие структурные изменения в зависимости от
типа предтрансплантационной обработки донорс-
кой ткани. В ксенографтах группы 1 (инкуба-
ция фрагментов в растворе НТК) эластические 
волокна аорты имеют извитой вид с небольши-
ми оптическими щелями между ними. Лимфо-
гистиоцитарная инфильтрация представлена в 
прилежащей к трансплантату паренхиме мелкими 
единичными скоплениями клеток. 

В трансплантатах группы 2 (инкубация фраг-
ментов в растворе «Евро-Коллинз») эластичес-
кие волокна – резко извитые, местами дезоргани-
зованы, с разнокалиберными оптическими пусто-
тами между ними (рис. 1, A). В зоне прилежания 
трансплантата к почечной паренхиме имеется мел-
коочаговая лимфогистиоцитарная инфильтрация.
В прилежащей к трансплантату почечной парен-
химе отмечаются неравномерная мезангиаль-
ная лимфогистиоцитарная инфильтрация, набу-
хание эпителия канальцев с десквамацией и уме-
ренная инфильтрация межканальцевой стро-
мы. 

Ксенографты группы 3 (инкубация фрагмен-
тов в DMEM) имеют выраженное разволокнение
с крупными оптическими пустотами между во-
локнами (рис. 1, B). В зоне прилежания транс-
плантата к почечной паренхиме выявляются мел-
коочаговые лимфогистиоцитарные инфильтраты
с некрозом этих зон. В прилежащей к трансплан-
тату почечной паренхиме отмечаются полнокро-
вие клубочков, неравномерная мезангиальная
лимфогистиоцитарная инфильтрация, набухание 
эпителия канальцев с десквамацией и умеренная 
инфильтрация межканальцевой стромы. 

В ксенографтах группы 4 (обработка фраг-
ментов α-галактозидазой) эластические волокна 
аорты имеют извитой вид с незначительными оп-
тическими щелями между ними. Лимфогистиоци-
тарная инфильтрация слабо выражена. 

Результаты количественного анализа клеток 
в очагах инфильтрации в ксенотрансплантате и 
на границе с паренхимой почки представлены в 
табл. 1. Заметно, что количество инфильтрующих 
клеток значимо меньше в срезах ксенографтов 
групп 2 и 4, чем в группах 1 и 3. В целом каче-
ственный анализ состояния ксенографтов аорты 
и количественная оценка клеток очаговой ин-
фильтрации свидетельствуют об уменьшении 
иммунного ответа на ткань аорты, подвергнутую 
ферментативной обработке с α-галактозидазой
и ГХ в растворе «Евро-Коллинз».

Рис. 1. Гистологические образцы ксенографтов аор-
ты новорожденных поросят на 7-е сутки после транс-
плантации под капсулу почки крысам эксперимен-
тальных групп: A – группа 2 (ГХ в растворе «Евро-Кол-
линз»); B – группа 3 (ГХ в растворе DMEM). K – ткань 
почки, G – ткань трансплантата, маленькие стрелки –
зоны лимфоцитарно-макрофагальной инфильтра-
ции, крупная стрелка – сохранная ткань аорты, звез-
дочки – зоны некроза. Окраска гематоксилином и
эозином.
Fig. 1. Histological specimens of newborn piglet aortic 
xenografts to day 7 after transplantation under renal cap-
sule to rats of experimental groups: A – group 2 (HS
in Euro-Collins solution): B – group 3 (HS in DMEM).
K – kidney tissue, G – graft tissue, small arrows – areas 
of lymphocyte-macrophage infi ltration, large arrow – 
preserved aortic tissue, asterisks – necrotic areas. H&E 
stain.
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moderate infi ltration of intertubular stroma, were 
observed.

The group 3 xenografts (incubation of frag-
ments in DMEM) had pronounced fi ber disarran-
gements with large gaps between fi bers (Fig. 1B).
In the area of graft adjacency to renal parenchyma 
there were the small focal lymphohistiocytic infi l-
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Мечение антителами к иммунной
субъединице протеасом LMP7 по-
казало, что в ксенографтах аорты, 
подвергнутой ГХ в растворах НТК 
(группа 1) и DMEM (группа 3), наб-
людается значительное количество по-
зитивно окрашенных клеток (табл. 2; 
рис. 2, B, D). В паренхиме почки на 
границе с ксенографтом и на осталь-
ном протяжении не обнаруживается 
выраженной экспрессии LMP7.

В образцах аорты, обработанных 
раствором «Евро-Коллинз» (группа 2),
мечения LMP7 в толще ксенографта 
не наблюдается, но оно присутствует 
в паренхиме почки (табл. 2). 

Мечение антителами к иммунной
субъединице протеасом LMP2 вы-
явило сходные характеристики во 
всех группах: незначительную экс-
прессию в ксенографтах и высокую –
в паренхиме почки (рис. 3, A, B;
табл. 2). Характерно, что в парен-
химе почки позитивное мечение наб-
людалось преимущественно в эпите-
лии канальцев, а не в мальпигиевых 
тельцах. 

Во всех исследуемых группах 
клетки, окрашенные антителами к 
макрофагам, обнаруживались на гра-
нице паренхимы почки и ксено-
графта (рис. 3, C, D; табл. 2). В об-
разцах групп 1 и 3 зоны позитивно
меченых клеток были более обшир-
ны, чем в остальных.

Группа 
Group

Условия инкубации
Incubation conditions

Поле 1
Field 1

Поле 2 
Field 1

1 НТК 54,55 ± 11,81*,# 36,67 ± 10,41*,#

2 «Евро-Коллинз» 
Euro-Collins 21,32 ± 6,92 12,84 ± 2,70

3 DMEM 33,32 ± 7,74* 18,08 ± 9,24

4 -галактозидаза 
-galactosidase 15,98 ± 7,91 11,89 ± 0,67

Примечания: * – количество клеток значимо отличается от показателя группы 4; # – количество клеток значимо 
отличается от показателя группы 2.
Notes: *– cell number signifi cantly diff ers from the index of group 4;  # – cell number signifi cantly diff ers from that of group 2.

Таблица 1. Количество клеток на 1000 мкм2 площади среза в ксенотрансплантате аорты (поле 1)
и на границе между паренхимой почки и ксенотрансплантатом (поле 2)

Table 1. Cell number per 1,000 μm2 of section area in aortic xenograft (fi eld 1) and at the boundary between the renal 
parenchyma and xenograft (fi eld 2)

Группа 
Group

Условия инкубации
Incubation conditions

Экспрессия маркера
Marker expression

Поле 1 
Field 1

Поле 2 
Field 2

Поле 3 
Field 3

1 НТК

LMP7 +++ + –

LMP2 + ++ +++

Macrophage – ++ –

2 «Евро-Коллинз» 
Euro-Collins

LMP7 – +++ +++

LMP2 + +++ +++

Macrophage – + –

3 DMEM

LMP7 +++ + –

LMP2 + +++ +++

Macrophage – +++ –

4 -галактозидаза 
-galactosidase 

LMP7 – – –

LMP2 + +++ +++

Macrophage – + –

Таблица 2. Полуколичественные показатели мечения клеток,
экспрессирующих LMP7, LMP2, Anti-Rat Macrophage Marker 

на 1000 мкм2 площади среза в ксенотрансплантате аорты (поле 1), 
паренхиме почки на границе с ксенотрансплантатом (поле 2), 
а также в паренхиме на остальном протяжении почки (поле 3)

Table 2. Semi-quantitative indices of labeling of cells, expressing LMP7, 
LMP2, Anti-Rat Macrophage Marker per 1,000 μm2 of the section area 

in aortic xenograft (fi eld 1), renal parenchyma at the boundary 
with xenograft (fi eld 2), as well as in rest kidney parenchyma (fi eld 3)

Примечания: «–» –  отсутствие окрашивания, «+» –  присутствует 
несколько позитивно окрашенных клеток, «++» – половина клеток 
позитивно окрашена, «+++» – больше половины клеток позитивно 
окрашены.
Notes: «–» – no staining, «+» – there are several positively stained cells, 
«++» – half of cells are positively stained, «+++» – more than half of cells 
are positively stained.
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Известно, что при снижении температуры от 
нормотермии до уровня, близкого к 0°C, наблю-
дается примерно пятикратное уменьшение ско-
рости клеточного метаболизма, а потребность
тканей в кислороде снижается приблизительно
на 80% [13]. Это препятствует развитию ишеми-
ческих повреждений в тканях, но в то же
время приводит к ингибированию активности
ферментативных клеточных систем, ответствен-
ных за поддержание окислительно-восстано-

Рис. 2. Иммуногистохимическое окрашивание срезов ксенограф-
тов аорты новорожденных поросят первыми антителами к субъеди-
нице иммунопротеасом LMP7 и вторыми Alexa488-конъюгиро-
ванными антителами. Группы: 1 – A, B; 3 – C, D; 2 – E, F. K – 
ткань почки, G – ткань трансплантата, стрелками указаны зоны, 
в которых присутствуют позитивноокрашенные клетки; A, C, E – 
фотография в проходящем свете.
Fig. 2. Immunohistochemical staining of newborn piglet aortic xenograft 
sections with the primary antibodies immunoproteasome subunit
LMP7 and the secondary Alexa488-conjugated antibodies. Groups: 
1 – A, B; 3 – C, D; 2 – E, F. K – kidney tissue, G – graft tissue, arrows
indicate areas with presented positively stained cells; A, C, E –
photo in transmitted light.
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trates with necrosis of these zones. In 
the graft-adjacent renal parenchyma we 
noted a plethora of glomeruli, an une-
ven mesangial lymphohistiocytic infi l-
tration, swelling of tubular epithelium 
with desquamation, and a moderate 
infi ltration of intertubular stroma. 

In the group 4 xenografts (α-galac-
tosidase-processed fragments), the aortic
elastic fi bers were convoluted with the 
minor gaps in-between. Lymphohistio-
cytic infi ltration was slightly pronoun-
ced.

The Table 1 demonstrates the results
of cell quantitative analysis in the in-
fi ltration foci in the xenograft and 
at the boundary with the kidney pa-
renchyma. It is seen, that the number of 
infi ltrating cells is signifi cantly lower 
in the xenograft sections of groups 2
and 4 than in groups 1 and 3. In ge-
neral, the qualitative analysis of the 
aortic xenograft state and quantitative 
assessment of focal infi ltration cells 
testify to a decrease in immune response 
to aortic tissue, subjected to enzymatic 
treatment with α-galactosidase and HS 
in Euro-Collins solution.

The labeling with antibodies to the 
immunoproteasome subunit LMP7 sho-
wed a signifi cant number of positively 
stained cells, observed in the aortic 
xenografts, subjected to HS in HTK 
(group 1) and DMEM (group 3) (Fig. 2B, 
D; Table 2). No pronounced expression 
of LMP7 was found both at the boundary 
with xenograft and at the rest kidney 
parenchyma. 

In the Euro-Collins-treated aortic spe-
cimens (group 2), no LMP7 labeling
in xenograft thickness was observed, 
but it was present in renal parenchyma 
(Table 2).

Labeling with antibodies to the im-
munoproteasome subunit LMP2 revea-

led the similar features in all the groups, i. e. 
a slight expression in xenografts and a high in 
renal parenchyma (Fig. 3A, B; Table 2). It is cha-
racteristic, that in renal parenchyma, a positive
labeling was observed mostly in tubular epithe-
lium, and not in Malpighian bodies.

In all the studied groups, the cells stained with 
antibodies to macrophages were found at the boun-
dary of renal parenchyma and xenograft (Fig. 3C,
D; Table 2). In the specimens of groups 1 and 3, the 

50 m

50 m

50 m

50 m

50 m 50 m



81проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 29, №/issue 1, 2019

вительного баланса и трансмембранных гра-
диентов ионов. В связи с этим для консерви-
рования органов были разработаны несколько 
типов сред, препятствующих перераспределе-
нию ионов и других низкомолекулярных ве-
ществ, а также предотвращающих набухание и 
отек [17]. 

Рис. 3. Иммуногистохимическое окрашивание срезов ксенографтов аорты новорожденных поросят первы-
ми антителами к субъединице иммунопротеасом LMP2 (A, B) и вторыми Alexa546-конъюгированными анти-
телами, а также прямыми РЕ-конъюгированными Anti-Rat Macrophage Marker антителами (C, D). K – ткань 
почки, G – ткань трансплантата. A, B – позитивное окрашивание эпителия извитых канальцев почки (длин-
ные стрелки) и отсутствие окрашивания в мальпигиевых тельцах. C, D – зоны, в которых присутствуют пози-
тивноокрашенные клетки; B, C – фотография в проходящем свете.
Fig. 3. Immunohistochemical staining of newborn piglet aortic xenograft sections with primary antibodies to immu-
noproteasome subunit LMP2 (A, B) and secondary Alexa546-conjugated antibodies, as well as the direct PE-con-
jugated Anti-Rat Macrophage Marker antibodies (C, D). K – kidney tissue, G – graft tissue. A, B – positive staining
of epithelium of renal convoluted tubules (long arrows) and no staining in Malpighian bodies. C, D – zones with 
positively stained cells; B, C – photo in transmitted light.
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zones of positively labeled cells were more exten-
sive than in the rest ones.

It is known that when decreasing the tempera-
ture from normothermia down to the level close
to 0°C, there is an approximately fi ve-fold decrease
in cell metabolism rate, and the tissue demand in 
oxygen reduces by approximately 80% [12]. This 

20 m

20 m



82 проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine

том/volume 29, №/issue 1, 2019

В представленной работе были выбраны рас-
творы принципиально разного состава, а именно:

- «Евро-Коллинз», имитирующий внутрикле-
точный электролитный состав за счет высокого 
содержания ионов калия и включающий осмо-
тический барьер, обеспечиваемый глюкозой;

- НТК, содержащий низкие концентрации ка-
лия и натрия, имеющий в составе осмотический 
барьер в виде маннитола, а также аминокислоты, 
стабилизирующие клеточные мембраны и яв-
ляющиеся субстратами для анаэробного метабо-
лизма;

- DMEM, имитирующий состав внеклеточной 
среды (низкий уровень калия и высокий уровень 
натрия), используется в технологиях клеточного 
культивирования.

Первоначально при разработке состава кон-
сервирующих сред исследователи не ставили 
задачу модификации антигенного профиля тка-
ней/органов, подлежащих трансплантации. Од-
нако в ходе их использования появились фак-
ты, cвидетельствующие о влиянии таких сред на
иммуногенность пересаживаемого органа. P. Bren-
ner и соавт. [7] было замечено, что длительная 
гипотермическая перфузия сердца свиньи кон-
сервирующим раствором приводит к снижению 
иммунного ответа на ксенографт. Более деталь-
ные эксперименты, проведенные M. Keller и
соавт. [21] на культуре эндотелиоцитов аорты
свиньи, показали уменьшение экспрессии эпи-
топа α-Gal на поверхности клеток на 32% после
инкубации в растворе HTK. В нашей пре-
дыдущей работе сравнительное иммунофлуо-
ресцентное мечение эпитопа α-Gal после ГХ
фрагментов аорты новорожденных поросят в
НТК и «Евро-Коллинз» (24 ч) показало сниже-
ние данного показателя по сравнению с нативны-
ми образцами [1].

По данным S. Park и соавт. [29] фермента-
тивная обработка α-галактозидазой свиных аор-
тальных клапанов позволяет добиться снижения
иммуногистохимического мечения эпитопа α-Gal 
вплоть до неопределяемого. Отсутствие антиген-
ного эпитопа на поверхности клеток закономерно 
снижает иммуногенность свиного ксенографта. 
Вследствие этого образцы аорты, обработанные 
α-галактозидазой (группа 4), характеризовались 
минимальным количеством инфильтрующих кле-
ток. Полного отсутствия инфильтрующих клеток 
в сайте трансплантации фрагментов аорты, обра-
ботанной ферментом, добиться не удалось, что 
может быть связано с двумя причинами. Во-пер-
вых, повреждение ткани при оперативном вме-
шательстве приводит к активации клеток им-
мунной системы. Во-вторых, в системе ксеноген-

prevents the ischemic damage development in tis-
sues, but at the same time inhibits the activity of 
enzymatic cell systems, responsible for maintaining 
the redox balance and transmembrane ion gradients. 
In this regard, organ preservation utilizes several 
types of the media, preventing the redistribution
of ions and other low-molecular substances, as well 
as swelling and edema [16].

Here, we selected the solutions with crucially 
diff erent composition such as:

- the Euro-Collins, which simulated intracellular 
electrolyte composition due to a high content of 
potassium ions and contained the glucose, providing 
an osmotic barrier; 

- HTK, containing low concentrated potassium 
and sodium, which comprised mannitol, acting as
an osmotic barrier, as well as the amino acids, sta-
bilizing cell membranes and being the substrates for 
anaerobic metabolism; 

- DMEM, simulating the composition of extra-
cellular medium (low potassium and high sodium 
levels), used in cell culture technologies. 

Initially, when developing the composition of 
preservation media, the researchers did not set
the task to modify the antigenic profi le of tissues/
organs to be transplanted. Nevertheless, during their
use the facts appeared, which testifi ed to the 
impact of these media on immunogenicity of the 
transplanted organs. P. Brenner et al. [6] noted
that prolonged hypothermic perfusion of porcine 
heart with a preservation solution entailed a de-
crease in the immune response to xenograft. More 
detailed experiments performed by M. Keller et al. 
[21] in porcine aortic endothelial cell culture sho-
wed a decrease in α-Gal epitope expression on cell 
surface by 32% after incubation in HTK. In our 
previous work, a comparative immunofl uorescent 
labeling of the α-Gal epitope after HS of newborn 
piglet aortic fragments in HTK and Euro-Collins
(24 hrs) showed a decrease in this index as compared 
to the fresh specimens [2].

As reported by S. Park et al. [29], an enzymatic 
treatment with α-galactosidase of porcine aortic 
valves allowed achieving the reduction of immuno-
histochemical labeling of α-Gal epitope down to 
undetectable level. The absence of antigenic epi-
tope on a cell surface expectably reduces the im-
munogenicity of porcine xenograft. As a conse-
quence, the α-galactosidase-treated aortic samples 
(group 4) were characterized by the minimum
number of infi ltrating cells. We could not achieve 
a complete absence of infi ltrating cells in the 
transplantation site of the enzyme-treated aortic 
fragments, that might be due to two reasons. First,
the tissue damage during surgery results in acti-
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ной пары «донор-реципиент», кроме Gal-α-1,3-Gal, 
существует ряд антигенов, способных вызвать
реакцию отторжения [9]. Поэтому весьма веро-
ятно, что на отдаленных посттрансплантацион-
ных сроках ксенографты аорты этой группы
будут отторгнуты.

Интересно, что в образцах группы 2 нами 
были получены сходные с группой 4 результаты, 
что свидетельствует о снижении иммуногенно-
сти ткани аорты после ГХ в растворе «Евро-Кол-
линз». Наиболее выраженные признаки отторже-
ния, проявляющиеся в частичной деструкции ксе-
нографта и увеличении количества инфильтрую-
щих клеток, были установлены в образцах осталь-
ных групп. 

M. Keller и соавт. [21] описали следующие воз-
можные молекулярные механизмы снижения при-
сутствия эпитопа α-Gal на мембранах клеток: 

- изменение химической структуры эпитопа 
или связанного с ним белка, которые делают не-
возможным их распознавание с помощью специ-
фических антител; 

- элиминация эпитопа с клеточной мембраны 
вследствие разрыва межмолекулярных связей;

- маскировка эпитопа высокомолекулярными 
веществами, входящими в состав консервирую-
щих сред.

По наблюдениям этих авторов значитель-
ное модифицирующее влияние на эпитоп α-Gal 
имеет консервирующий раствор «Университет
Висконсина» (UW). Содержащиеся в нем высоко-
молекулярные соединения, крахмал, раффиноза 
и лактобионат маскировали эпитоп [21]. 

В наших экспериментах модифицирующий 
эффект наблюдался при использовании раствора 
«Евро-Коллинз», в составе которого отсутству-
ют подобные вещества. Однако растворы «Евро-
Коллинз и UW содержат высокую концентрацию 
ионов калия. Возможно, данный фактор вносит 
вклад в модификацию эпитопа α-Gal, однако для 
выяснения этого механизма необходимы допол-
нительные исследования. 

К настоящему времени доказана роль проте-
асом как специализированных мультисубъеди-
ничных белковых комплексов, осуществляющих 
внутриклеточный протеолиз, в развитии иммун-
ного ответа. Гены, кодирующие иммунные субъ-
единицы LMP2 и LMP7, находятся в локусе глав-
ного комплекса совместимости (ГКГ) класса II 
[27]. При встраивании данных субъединиц в про-
теасому изменяется ее протеолитическая актив-
ность и увеличивается продукция антигенных 
эпитопов. Захваченный АПК антиген подвер-
гается протеолизу иммунопротеасомами в цито-
плазме, переносится в эндоплазматический ре-

vating the immune system cells. Secondly, the
system of ‘donor-recipient’ xenogenic pair, has some 
antigens capable to cause the rejection reaction 
in addition to Gal-α-1,3-Gal [8]. Therefore, in the 
remote post-transplant periods, the aortic xenografts 
of this group will be likely rejected.

It is of interest that in the group 2 specimens,
we obtained the results similar to group 4, that testifi ed 
to a decrease in the aortic tissue immunogenicity
after HS in Euro-Collins solution. Much more 
pronounced signs of rejection, manifested in a partial 
destruction of xenograft and an increased number
of infi ltrating cells, were observed in specimens of 
the remaining groups.

M. Keller et al. [21] suggested the following 
possible molecular mechanisms for reducing the 
presence of α-Gal epitope on cell membranes:

- changes in chemical structure of the epitope 
or associated protein, which made it impossible to 
recognize them with specifi c antibodies;

- the epitope elimination from cell membrane due 
to the breaking of intermolecular bonds;

- the epitope masking with high-molecular subs-
tances, being the part of preservation media.

Moreover, Keller M. observed a signifi cant mo-
difying eff ect of the University of Wisconsin (UW) 
solution on the α-Gal epitope, due to the masking 
of the epitope by the high-molecular compounds, 
i. e. starch, raffi  nose and lactobionate [21]. In our 
study, a modifying eff ect was observed when using 
the Euro-Collins solution, which did not contain 
such substances. Nevertheless, both solutions, Euro-
Collins and UW, contain a high concentration of 
potassium ions. Possibly, this factor contributes to
the α-Gal epitope modifi cation. Thus, the additional
experiments are needed to clarify this mechanism.

To date, the role of proteasomes has been proven
in the immune response development as the specia-
lized multisubunit protein complexes, performing 
an intracellular proteolysis. The genes, encoding 
the immune subunits LMP2 and LMP7 are located 
in the locus of the major histocompatibility comp-
lex (MHC) class II [27]. When these subunits are built 
into a proteasome, its proteolytic activity changes 
and the production of antigenic epitopes increases. 
The captured by APCs antigen undergoes the pro-
teolysis by immunoproteasomes in the cytoplasm, 
then transferred into endoplasmic reticulum by 
means of TAP complex (Transporter associated with 
Antigen Processing), loaded into the MHC class 
I and transferred onto the membrane surface for 
presentation. The immunoproteasomes are involved 
in antigen cross-presentation through MHC class I,
resulting in immune response activation by cyto-
toxic CD8+ T-lymphocytes [22, 32].
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тикулум с помощью TAP-комплекса (Transporter 
associated with Antigen Processing), загружается
в комплекс ГКГ класса I и переносится на по-
верхность мембраны для презентации. Имму-
нопротеасомы участвуют в кросс-презентации 
антигенов посредством ГКГ класса I, приводя к
активации иммунного ответа цитотоксическими 
CD8+ Т-лимфоцитами [22, 32]. 

В кросс-презентации могут участвовать как
профессиональные АПК (макрофаги, дендритные
клетки), так и клетки сосудистого эндотелия [33].
При этом последние имеют в своем арсенале
все средства для презентации антигена, включая
иммунопротеасомы, транспортные белковые  комп-
лексы, ассоциированные с процессингом антиге-
нов (TAP1), и комплексы ГКГ классов I и II [6]. 
Поскольку показано, что распознавание α-Gal 
эпитопа при ксенотрансплантации происходит в 
том числе и путем кросс-презентации [11], то со-
судистый эндотелий, экспрессирующий его в вы-
сокой плотности, может играть важную роль в 
активации процесса отторжения. В случае эли-
минации эпитопа с поверхности эндотелия от-
торжение должно замедляться.

Ранее установлено, что трансплантаты, под-
вергнутые длительной холодовой ишемии [10]  
или ишемии-реперфузии [24], уже в первые пять 
суток после пересадки инфильтруются нейтро-
филами и макрофагами. Первичными триггера-
ми для такой активации являются молекулярные 
сигналы повреждения в виде DAMPs (damage-
associated molecular patterns) [23], которые неиз-
бежно появляются в трансплантатах при гибели 
клеток в ходе забора и хранения. Помимо это-
го, при оперативном вмешательстве происходят
активация макрофагов и привлечение (recruiting)
их в сайт трансплантации за счет локального
повышения хемотаксических факторов MIP-1, 
MCP-1 и RANTES, высвобождающихся из пов-
режденных клеток сосудов и паренхимы [37].
Локально повышающаяся концентрация IFN- и
других провоспалительных цитокинов, выделяе-
мых макрофагами в сайте трансплантации, при-
водит к активации экспрессии иммунных субъе-
диниц протеасом [25]. При этом под воздействием
цитокиновой стимуляции иммунные субъединицы
могут появляться не только в иммунокомпетент-
ных, но и в паренхиматозных клетках [12].

H. Ostrowska и соавт. [28] доказали индукцию
синтеза иммунопротеасом в клетках почки пос-
ле длительной ишемии и при воспалении. В 
наших экспериментах наблюдалось повышение
экспрессии иммунной субъединицы LMP7 в па-
ренхиме почки после ГХ в растворе «Евро-Кол-
линз», но не в других средах. Возможно, это свя-

Both professional APCs (macrophages, dendritic 
cells) and vascular endothelial cells may be involved 
into cross-presentation [33]. At the same time, the 
latter have in their arsenal all the means for antigen 
presentation, including immunoproteasomes, trans-
port protein complexes, associated with antigen 
processing (TAP1), and MHC class I and II [4]. 
Since the recognition of α-Gal epitope during 
xenotransplantation was shown to occur through 
the cross-presentation as well [10], the vascular 
endothelium, expressing it in a high density could
play an important role in the rejection process 
activation. In case of epitope elimination from the 
endothelial surface, the rejection should slow down.

It was previously established the fact, that the 
grafts, subjected to either prolonged cold ischemia 
[9] or ischemia-reperfusion [24], even in the fi rst 
fi ve days after transplantation were infi ltrated by 
neutrophils and macrophages. The primary triggers 
for such an activation are the molecular signals of 
damage, the DAMPs (damage-associated molecular 
patterns) [23], which inevitably appear in grafts due 
to cell death during their isolation and storage. In 
addition, the surgery is associated with activation 
of the macrophages and their recruitment into 
the transplantation site due to a local increase in 
chemotactic factors MIP-1, MCP-1 and RANTES, 
released from damaged vascular cells and paren-
chyma [37]. A locally increasing concentration of 
IFN-γ and other pro-infl ammatory cytokines, secre-
ted by macrophages at the transplantation site entails 
the expression activation of the immunoproteasome 
subunits [25]. Herewith, under the impact of cytokine 
stimulation, the immune subunits may appear not 
only in immunocompetent cells, but in parenchymal 
ones as well [11].

For example, H. Ostrowska et al. [28] proved 
the induction of immunoproteasome synthesis in 
renal cells after prolonged ischemia and under 
infl ammation. In our investigations, we observed an 
increased expression of immune subunit LMP7 in 
renal parenchyma after HS in Euro-Collins solution, 
but not in other media. This fact may result from
a specifi c impact of certain components of Euro-
Collins solution, that requires an additional study.

Obviously, during xenotransplantation of aorta, 
subjected to HS, a complex of activation signals 
is initiated, including the response to surgery, the 
release of DAMPs from the own tissues and from
the transplanted aorta, the secretion of pro-infl am-
matory cytokines, recognition of APCs xenoantigens, 
α-Gal epitope cross-presentation in the context of 
MHC class I, the stimulation of T-cell subpopulations. 
The total manifestation of these processes is ob-
served in the aortic xenografts, incubated in HTK 
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зано со специфическим влиянием некоторых ком-
понентов, входящих в состав «Евро-Коллинз», и 
требует отдельных исследований.

Очевидно, что при ксенотрансплантации 
аорты, подвергнутой ГХ, создается комплекс 
сигналов активации, включающий реакцию на 
оперативное вмешательство, выброс DAMPs
из собственных тканей и трансплантируемой 
аорты, секрецию провоспалительных цитокинов,
распознавание ксеноантигенов АПК, кросс-пре-
зентацию эпитопа α-Gal в контексте ГКГ клас-
са I, стимуляцию субпопуляций Т-клеточного
звена. Суммарное проявление этих процессов 
наблюдается в ксенографтах аорты, инкубиро-
ванных в растворах НТК и DMEM, в виде обра-
зования очагов лимфогистиоцитарной инфильт-
рации и повышенной экспрессии иммунных
субъединиц протеасом в сайте трансплантации.
В то же время уменьшение количества инфильт-
рующих клеток и отсутствие экспрессии субъ-
единиц LMP2 и LMP7 в ксенографтах после 
ГХ в растворе «Евро-Коллинз» косвенно ука-
зывают не только на достаточно хорошую со-
хранность ткани, но и на снижение экспрессии
ксеноантигенов в ней.

Таким образом, представленное in vivo иссле-
дование подтверждает полученные нами ранее
in vitro данные, что снижение уровня экспрес-
сии α-Gal эпитопа в результате ГХ фрагмен-
тов аорты поросят в растворе «Евро-Коллинз»
приводит к менее выраженному иммунному
ответу реципиента после ксенотрансплантации.
Однако молекулярные механизмы уменьшения 
экспрессии ксеноантигена недостаточно иссле-
дованы и требуют дальнейшего изучения.

Выводы
1. На 7-е сутки после гетеротопической ксе-

нотрансплантации под капсулу почки ткань аорты 
новорожденных поросят сохраняет гистологиче-
скую структуру. Однако в ксенотрансплантатах 
наблюдаются очаги лимфогистиоцитарной ин-
фильтрации, интенсивность которой зависит от 
вида инкубационной среды.

2. При ксенотрансплантации фрагментов аор-
ты новорожденных поросят под капсулу почки 
крысам наблюдается повышение экспрессии им-
мунных субъединиц LMP2 и LMP7 протеасом
в ксенографте, связанное с образованием очагов 
инфильтрации.

3. Ткань аорты новорожденных поросят, под-
вергнутая инкубации в растворе «Евро-Кол-
линз» при 4℃, вызывает менее выраженный им-
мунный ответ по сравнению с ксенографтами,
инкубированными в растворах НТК и DMEM.

and DMEM solutions, as the formation of foci of 
lymphohistiocytic infi ltration and an increased ex-
pression of immunoproteasome subunits at the 
transplantation site. At the same time, a decrease
in the number of infi ltrating cells and the lack of ex-
pression of subunits LMP2 and LMP7 in xenografts
after HS in Euro-Collins solution indirectly indicates 
not only quite a good preservation of the tissue,
but a decreased expression of xenoantigens in it as 
well.

Thus, the presented in vivo study confi rms our 
previous in vitro fi ndings, showing that a decrease 
in the α-Gal epitope expression level as a result of
HS of piglet aortic fragments in Euro-Collins so-
lution leads to a less pronounced immune response
of recipient during xenotransplantation. Neverthe-
less, the molecular mechanisms for reducing the 
xenoantigen expression have not been fully studied 
yet and further research is needed.

Conclusions 
1. To day 7 after heterotopic xenotransplan-

tation under the renal capsule, the newborn piglet 
aortic tissue preserved its histological structure. 
However, in xenografts we observed the foci of 
lymphohistiocytic infi ltration, the intensity of which 
depended on incubation medium.

2. Xenotransplantation of the newborn piglet 
aortic fragments under renal capsule to rats results
in an increase in the expression of the immuno-
proteasome subunits LMP2 and LMP7 in the xe-
nograft, associated with the infi ltration foci for-
mation.

3. The newborn piglet aortic tissue, subjected to 
incubation in Euro-Collins solution at 4°C causes 
a less pronounced immune response as compared
to the xenografts, incubated in HTC and DMEM.
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