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Реферат: Важлива складова патогенезу аутоімунних захворювань – дисрегуляція імунної системи у вигляді порушень 

толерантності до власних антигенів за зниження вмісту Т-регуляторних клітин. Їх формування тісно пов’язано з функцією ден-
дритних клітин (ДК), тому перспективним для відновлення антиген-специфічної толерантності на тлі аутоімунних захворювань 
є застосування ДК із толерогенним потенціалом. Останнім часом активно обговорюється питання щодо створення банків то-
лерогенних ДК для клінічного використання, яке передбачає їх кріоконсервування. Дотепер не існує єдиного протоколу за-
морожування ДК, який би враховував різні джерела їх одержання, вихідний структурно-функціональний стан перед заморожуван-
ням, склад середовища кріоконсервування та інші фактори. У огляді узагальнено експериментальні дані щодо кріоконсервування 
мононуклеарів або моноцитів периферичної крові й кісткового мозку. Вивчено потенціал подальшого їх диференціювання ex vіvo 
у ДК для забезпечення стабільності незрілого фенотипу й толерогенної функції.

Ключові слова: кріоконсервування, мононуклеарні клітини, моноцити, толерогенні дендритні клітини, аутоімунні зах-
ворювання. 

Abstract: An important component of the pathogenesis of autoimmune diseases is the immune system deregulation as an 
impaired tolerance to its own antigens by reducing the content of T-regulatory cells. Their formation is closely related to the function 
of dendritic cells (DCs), so in autoimmune diseases the use of DCs with tolerogenic potential is promising for the restoration of anti-
gen-specifi c tolerance. Recently, the issue of establishing the banks of tolerogenic DCs for clinical use, which involves their cryopreser-
vation, has been actively discussed. To date, there is no common protocol for DCs freezing, which would take into account the diff erent 
sources of their obtaining, the initial structural and functional state before freezing, composition of cryopreservation media and other 
factors. The review summarizes experimental data on cryopreservation of peripheral blood and bone marrow mononuclear cells 
or monocytes. The potential for their further ex vivo diff erentiation into DCs to ensure the stability of immature phenotype and tolero-
genic function has been studied.
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Останнім часом розширюєься спектр пре-
паратів для клітинної та тканинної терапії [2, 3, 
27, 60]. Визначення нових патогенетичних ознак 
тих чи тих захворювань орієнтує клініцистів не 
тільки до використання препаратів із поліфунк-
ціональними властивостями, але і тих, що здатні 
цілеспрямовано коригувати різні ланки патогене-
зу захворювання, до яких можуть бути віднесені 
дендритні клітини (ДК) [2, 56]. 

Відомо, що ДК – мінорна популяція моно-
нуклеарів та «професійні» клітини кістко-во-
мозкового походження, які презентують анти-

Recently, the range of cell and tissue therapy 
products has been expanding [18, 21, 26, 60]. Iden-
tifi cation of new pathogenetic features of certain 
diseases orients clinicians not only to use the pro-
ducts with multifunctional properties, but also 
those that can purposefully correct various links in 
the disease pathogenesis, which may include dend-
ritic cells (DCs) [18, 56]. 

DCs are known to be a minor population of 
mononuclear and ‘professional’ cells of bone marrow 
origin that present antigens [27]. On the one hand, DCs 
initiate an immune response by stimulating the 
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гени [28]. З одного боку, ДК ініціюють імунну 
відповідь, стимулюючи формування широкого 
спектра клітин запального каскаду, у тому числі 
ефекторні Т-клітини, з іншого – пригнічують 
вираженість імунної відповіді через активацію 
Т-супресорної ланки імунної системи [2, 55]. 
При цьому дуалістичний характер Т-клітинної 
відповіді (активація або інгібіція) та її маніфес-
тація через диференціювання в бік Th1 або Th2 
каскаду зумовлені гістогенетичним походжен-
ням, зрілістю і функціональною активністю ДК 
[12, 26]. 

В останнє десятиліття був виділений ще один 
тип ДК – толерогенні, для яких характерні низька 
експресія костимуляторних (CD80, CD86, CD83) 
і HLA (human leukocyte antigen) молекул, здат-
ність до міграції у вторинні лімфоїдні органи, 
підвищена продукція протизапального цитокіну 
IL-10 на тлі низької або нульової секреції медіа-
торів запального каскаду (IL-12 і IFN-γ). Толеро-
генні ДК несприйнятливі до прозапальних сти-
мулів і експресують молекули PDL1, CD95L, 
IDO, що пригнічують активацію Т-лімфоцитів [8, 
50]. 

Результати експериментальних і «пілотних» 
клінічних досліджень свідчать про високий іму-
нотерапевтичний потенціал ДК. Важливо під-
креслити, що ці клітини виконують різні тера-
певтичні завдання. З одного боку, ДК входять до 
складу протипухлинних вакцин як природний 
ад’ювант для посилення імуногенності пухлин-
них клітин: виконують функцію спеціалізованих 
клітин, які оптимізують умови для ефективної 
презентації пухлинних антигенів, реалізують 
місцеву або системну імуносупресію шляхом ін-
дукції й підтримки імунної відповіді, спрямова-
ної на елімінацію пухлинних клітин. З іншого 
боку, ДК є компонентом адоптивної терапії ауто-
імунних захворювань (АІЗ): реалізують толеро-
генну функцію через стимуляцію Т-регуляторних 
клітин (Трег), дисфункція яких спостерігається 
в умовах АІЗ [14, 32].

Ідентифікація структурних та функціональ-
них біомаркерів, які підтверджують перебування 
ДК у толерогенному стані – один із крітеріїв клі-
нічного застосування аутологічних, отриманих ex 
vivo толерогенних ДК. Визначення геномного і 
постгеномного профілю ДК, який підтверджує 
їх належність до толерогенних клітин [40] – най-
більш поширений метод ідентифікації біомар-
керів , які є «свідками» толерогенного потенціалу 
ДК. Саме такий рівень атестації ДК може надати 
надійну інформацію щодо їх толерогенного ста-
ну порівняно з іншими методами, зокрема визна-
ченням фенотипових ознак або функціональних 

formation of a wide range of infl ammatory cascade 
cells, including eff ector T cells, on the other hand,
they suppress the immune response expression by 
activating the T-suppressor part of immune system [2, 
55]. The dualistic nature of T-cell response (activation 
or inhibition) and its manifestation via diff erentia-
tion towards the Th1 or Th2 cascade are due to 
histogenetic origin, maturity and functional acti-
vity of DCs [7, 25].

In the last decade, another type of DCs has been 
identifi ed, i. e. tolerogenic ones, which are cha-
racterized by low expression of co-stimulatory 
(CD80, CD86, CD83) and HLA (human leukocyte 
antigen) molecules, the ability to migrate to secon-
dary lymphoid organs, increased production of anti-
infl ammatory cytokine IL-10 when secretion of me-
diators of infl ammatory cascade (IL-12 and IFN-γ) 
is low or zero. Tolerogenic DCs are insensitive to 
pro-infl ammatory stimuli and express PDL1, CD95L, 
IDO molecules, which inhibit the activation of 
T lymphocytes [2, 50]. 

The results of experimental and pilot clinical 
trials indicate a high immune therapeutic potential 
of DCs. It is important to emphasize that these 
cells perform various therapeutic tasks. On the 
one hand, DCs are part of antitumor vaccines as 
a natural adjuvant to enhance the immunogenicity 
of tumor cells: they perform the function of spe-
cialized cells that optimize the conditions for eff ec-
tive presentation of tumor antigens, implement local 
or systemic immune suppression by inducing and 
supporting immune response directed to elimina-
tion of tumor cells. On the other hand, DCs is a com-
ponent of adoptive therapy of autoimmune diseases 
(AIDs): i. e. they implement the tolerogenic function 
through stimulation of T-regulatory cells (Treg), the 
dysfunction of which is observed in AIDs [10, 32].

Identifi cation of structural and functional bio-
markers, conforming the presence of DCs in the 
tolerogenic state is one of the criteria for clinical 
use of autologous, ex vivo obtained tolerogenic 
DCs. Determination of the DCs genomic and post-
genomic profi le, supporting their belonging to 
tolerogenic cells [40] is the most common method 
of identifying biomarkers being the ‘witnesses’ 
of the DCs tolerogenic potential. Actually the very 
this level of DCs certifi cation can provide relia-
ble information on their tolerogenic status com-
pared to other methods, including the determina-
tion of phenotypic traits or functional properties. 
Such markers could predict both the therapeutic 
potential of DCs and safety of the ‘cellular product’ 
in the form of tolerogenic DCs. 

Dexamethasone-induced tolerogenic DCs express 
the genes for regulating the immune response due 
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властивостей. Такі маркери могли б стати пре-
дикторами як терапевтичного потенціалу ДК, 
так і безпеки «клітинного продукту» у вигляді 
толерогенних ДК.

У дексаметазон-індукованих толерогенних 
ДК відзначається експресія генів регуляції імун-
ної відповіді, обумовленої функцією Tрег і ефектор-
них T-клітин (JAG1, TBXAS1 і MERTK), молекул, 
які відповідають за диференціювання і функціо-
нування ДК (IRAK3, GILZ, C1Q і STAB1), також 
за пригнічення сигналів запалення (MAP3K8/
TPL-2, FCGR2B і VDR) [20]. Найбільший інте-
рес викликає C1Q-ген, що кодує продукування 
А-ланцюга C1q-компонента комплементу, і є по-
тужним модулятором ДК, здатним гальмувати 
їх активацію та диференціювання. Більш того, 
C1Q пригнічує активацію Т-клітин і продукуван-
ня прозапальних цитокінів, одночасно посилюю-
чи секрецію IL-10 [20, 42], що робить його потен-
ційним маркером толерогенних ДК. 

Важливим є дослідження здатності глюкокор-
тикоїдів індукувати експресію в ДК білка з бага-
топрофільною біологічною активністю, відомого 
як глюкокортикоїд-індукована лейцинова застібка 
(GILZ). Експресія GILZ у ДК може бути активо-
вана, крім глюкокортикоїдів, й цитокінами TGF-β/
IL-10 або коктейлем для дозрівання ДК, який мі-
стить TNF-α, IL-1β, IL-6, PGE2, рапаміцином і 
мітоміцином С, грибковими протеазами та інш. 
[55].

Білок GILZ, який експресується базально і/або 
у відповідь на глюкокортикоїди, сприяє форму-
ванню толерогенного фенотипу ДК. Він модулює 
диференціювання наївних Т-клітин (експресія 
ендогенного GILZ), яке включає індукцію Th-2 і 
Tрег, інгібіцію Th-1 і/або активацію Th-17. Білок 
GILZ перешкоджає передачі сигналів Т-клітинам 
через TCR-рецептор; блокує активацію мітоген-
активованих протеїнкіназ (MAPK) і факторів 
транскріпції – білка активатора-1 (АР-1) і нукле-
арного фактора-κB (NF-κB) [8, 13]. За високого 
рівня GILZ збільшується продукування IL-10 та 
підвищується індукція експресії ліганду білка 
запрограмованої загибелі клітин – PD-L1 за умов 
обмеження секреції прозапальних інтерлейкінів 
IL-12 і IL-23. Крім того, підвищення рівня екс-
пресії GILZ у ДК супроводжується зниженням 
їх здатності до стимулювання Т-ефекторів і під-
вищенням проліферації антиген-специфічних Трег 
[13, 43, 56]. Показано, що GILZ обмежує дифе-
ренціювання прозапальних Th17-клітин, зв’я-
зуючись із промоуторними ділянками факторів 
транскрипції: STAT3 і головним їхнім регулято-
ром – орфановими рецепторами ретиноєвої кис-
лоти (RORs)-γt [46]. Разом з тим експресія GILZ 

to the function of Treg and eff ector T cells (JAG1, 
TBXAS1 and MERTK), molecules responsible 
for the diff erentiation and function of DCs (IRAK1, 
CQ, and STAB1) as well as suppression of infl am-
mation signals (MAP3K8/TPL-2, FCGR2B and 
VDR) [16]. Of greatest interest is the C1Q gene, 
encoding the production of the A-chain of the C1q 
component of complement, and being a powerful 
modulator of DCs, able to inhibit their activation 
and diff erentiation. Moreover, C1Q inhibits T cell 
activation and pro-infl ammatory cytokine produc-
tion, while enhancing IL-10 secretion [16, 42], ma-
king it a potential marker of tolerogenic DCs. 

It is critical to study the ability of glucocorti-
coids to induce the expression in DCs of a protein 
with versatile biological activity known as gluco-
corticoid-induced leucine zipper (GILZ). 

GILZ expression in DCs can be activated, in 
addition to glucocorticoids, by cytokines TGF-β/
IL-10 or a cocktail for DCs maturation containing 
TNF-α, IL-1β, IL-6, PGE2, rapamycin and mitomycin 
C, fungal proteases etc. [55]. 

GILZ protein, which is expressed basally and/or 
in response to glucocorticoids, promotes the forma-
tion of a tolerogenic DCs phenotype. It modulates 
the diff erentiation of naive T cells (endogenous GILZ 
expression), which includes the induction of Th-2 and 
Treg, inhibition of Th-1 and/or activation of Th-17. GILZ 
protein prevents the transmission of signals to T cells 
through the TCR receptor; blocks the activation of 
mitogen-activated protein kinases (MAPK) and trans-
cription factors, i. e. activator protein-1 (AP-1) and 
nuclear factor-κB (NF-κB) [2, 9]. At high levels 
of GILZ increases the production of IL-10 and in-
creases the induction of ligand expression of the 
programmed protein cell death – PD-L1 under con-
ditions of limited secretion of pro-infl ammatory in-
terleukins IL-12 and IL-23. In addition, increased 
GILZ expression in DCs is accompanied by a de-
crease in their ability to stimulate T-eff ectors and 
increased proliferation of antigen-specifi c Tregs [9, 
43, 56]. GILZ has been shown to limit the diff e-
rentiation of pro-infl ammatory Th17 cells by bin-
ding to the promoter regions of their transcription 
factors: STAT3 and their major regulator, orphan 
retinoic acid receptors (RORs) -γt [46]. However, 
GILZ expression in DCs promotes peripheral Treg 
production by activating the TGF-β/SMAD2 signa-
ling pathway (Similar to Mothers Against Deca-
pentaplegic 2), leading to induction of the Foxp3 
transcription factor responsible for the Treg suppres-
sor function [9]. 

The results show both an increase [15] and a 
decrease [34] in the expression in dexamethasone-
induced tolerogenic DCs of the IDO1 gene, which 
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у ДК сприяє продукції Tрег на периферії при ак-
тивації сигнального шляху TGF-β/SMAD2 (Simi-
lar to Mothers Against Decapentaplegic 2), що приз-
водить до індукції транскрипційного фактора 
Foxp3, який відповідає за супресорну функцію 
Tрег [13].

Одержано результати, що свідчать як про 
збільшення [19], так і про зниження [34] експре-
сії в дексаметозон-індукованих толерогенних ДК 
IDO1 гена, який кодує продукцію індоламін 2,3-
діоксігенази – ферменту, тісно пов’язаного з ін-
дукцією імунної толерантності через активацію 
супресорної ланки імунної системи. Подібні роз-
біжності можуть бути пояснені відмінностями 
в протоколах отримання ДК, а також різними ме-
тодами виявлення досліджуваного гена. Разом 
з тим у дексаметозон-індукованих толерогенних 
ДК відзначено й різноспрямовану експресію генів 
ряду цитокінів: підвищений рівень відповідає за 
продукування протизапального цитокіну – IL-10, 
а знижений – прозапального IL-12 [40], що є дока-
зом перепрофілювання ДК у толерогенний стан.

Використання ДК у програмах терапії АІЗ 
передбачає як створення їх запасів, так і довго-
строкове зберігання при ультранизьких темпе-
ратурах. Вирішення цього завдання знаходиться 
в компетенції кріоімунологів, які досліджують 
нові властивості клітин імунної системи, інду-
кованих ультранизькими температурними фак-
торами, а також розробляють біокріовакцини 
шляхом варіювання режимами кріовпливу на 
біооб’єкт [5].

Важливо зазначити, що до теперішнього часу 
не розроблено єдиного протоколу заморожування 
ДК. Неодноразово підкреслювалося, що ефек-
тивність кріоконсервування різних біологічних 
об’єктів залежить від їхнього початковго стану 
[4, 21, 24, 25]. У цьому аспекті ДК є також гете-
рогенним пулом клітин з різними початковими 
структурними і функціональними характерис-
тиками. Вказані особливості ДК визначають-
ся ступенем зрілості й здатності до реалізації 
толеро- або імуногенної функції через молекули 
та внутрішньоклітинні структури, тому зрілий 
або незрілий тип ДК має різний початковий статус 
й різну кріолабільність.

Основними джерелами отримання ДК є CD14hi 
моноцити або мононуклеари, виділені в градієнті 
щільності з периферичної крові людини, кістко-
вого мозку або гемопоетичних органів експери-
ментальних тварин [20, 28, 31, 52]. Аналіз опу-
блікованих робіт з кріоконсервування ДК показав, 
що на початкових етапах як експериментальних, 
так і клінічних досліджень заморожування ДК 
проводилося під захистом 1 М або 2 М ДМСО 

encodes the production of indolamine 2,3-dioxyge-
nase being an enzyme closely related to associated 
with the induction of immune tolerance through 
activation of the immune system suppressor part. 
Such diff erences can be explained by diff erences in 
the protocols for DCs obtaining, as well as diff erent 
methods of detecting the test gene. However, de-
xamethasone-induced tolerogenic DCs also show 
multidirectional expression of a number of cyto-
kines: an increased level is responsible for the 
production of anti-infl ammatory cytokine IL-10 
and a lower level controls the production of pro-
infl ammatory IL-12 [40] that is an evidence of the 
DCs re-profi ling into tolerogenic state. 

The use of DCs in AIDs therapy programs involves 
both the creation of their reserves and long-term sto-
rage at ultra-low temperatures. The solution to this 
problem can be found in the responsibility of cryoim-
munologists, who study new properties of cells of the 
immune system induced by ultra-low temperature 
factors, as well as develop biocryovaccines by varying 
the modes of cryopreservation of the biological ob-
ject [20]. 

It is crucial to note that a single protocol for 
DCs freezing has not been developed so far. It has 
been repeatedly emphasized that the eff ectiveness 
of cryopreservation of various biological objects 
is determined by their initial state [28, 17, 23, 24]. 
In this aspect, DCs are also heterogeneous pool 
of cells with diff erent initial structural and func-
tional characteristics. These features of DCs are de-
termined by the degree of maturity and ability to 
implement tolerogenic or immunogenic function 
through the molecules and intracellular structu-
res, so the mature or immature type of DCs 
has a diff erent initial status and various cryolabili-
ties. 

The main sources of DCs are CD14hi monocytes 
or mononuclear cells isolated in a density gradient 
from human peripheral blood, bone marrow or he-
matopoietic organs of experimental animals [16, 
27, 31, 52]. Published reports on cryopreservation 
of DCs showed that at the initial stages of both 
experimental and clinical studies the DCs were 
frozen out under the protection of 1 M or 2 M 
DMSO with diff erent cooling rates: 0.3; 1.5; 10; 
20; 70; 150 deg/min to –60°C, followed by immer-
sion into liquid nitrogen [52]. The maximum preser-
vation of DC was observed at slow cooling rates 
(0.3; 1.5 deg/min) and was 57% for rats’ DCs and 
72% for human ones. Interestingly, DCs were more 
sensitive to freezing than lymphocytes and mac-
rophages derived from human or rat spleen [52]. 
The low rate of DCs preservation after cryopre-
servation was confi rmed by L. Mendoza et al. [36]. 
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з різними швидкостями охолодження: 0,3; 1,5; 10; 
20; 70; 150 град/хв до –60ºС з наступним зану-
ренням у рідкий азот [52]. Максимальне збере-
ження ДК відзначалося за повільних швидкостях 
охолодження (0,3; 1,5 град/хв) і становило 57% 
для ДК щурів і 72% для ДК людини. Цікаво, що 
ДК виявилися більш чутливими до заморожу-
вання, ніж лімфоцити і макрофаги, які отриму-
вали з селезінки людини або щура [52]. Низький 
показник збереженості ДК після кріоконсерву-
вання підтверджено L. Mendoza та співавт. [36]. 
Так, збереження ДК, отриманих із мононуклеарів 
периферичної крові людини або кісткового моз-
ку мишей С57Bl/6 та охолоджених зі швидкістю 
1 град/хв до –70ºС із подальшим зануренням у 
рідкий азот, не перевищувала 40%. У цьому ж 
циклі досліджень [37] у порівняльному аспекті бу-
ли оцінені фенотипові характеристики нативних 
і кріоконсервованих ДК. Після розморожуван-
ня і подальшого культивування протягом 7 діб 
автори оцінювали показники середньої інтенсив-
ності флюоресценції (СІФ) таких мембранних 
молекул, як MHCI, MHCII, CD80, CD86, CD11b, 
CD11c, CD54, CD205. З восьми досліджених мар-
керів кріоконсервованих ДК порівняно з натив-
ними ДК зниження СІФ було відмічено у п’яти: 
MHCII – в 1,3; CD80 – 1,4; СD86 – 1,2; CD11c 
і CD54 – 3 раза. Даний факт демонструє знижен-
ня ступеня експресії костимуляторних молекул, 
що може свідчити про гальмування потенціалу 
диференціювання кріоконсервованих ДК і, як 
наслідок, – їх здатності до презентації антигена. 
Встановлено, що саме початковий стан біооб’єк-
тів, тобто структура і функція клітин, тканин, 
органів, визначає ступінь їх кріолабільності [4, 
21, 23, 24, 25]. Цієї ж точки зору дотримуються 
H. Hayden та співавт. [28], які заморожували мо-
ноцити периферичної крові людини і вирощені 
з них незрілі та полузрілі ДК під захистом 10% 
ДМСО зі швидкістю 1 град/хв до –80ºС. Автори 
зробили висновок, що найбільш кріостійкими 
виявилися моноцити, а найменш стійкими – на-
півзрілі ДК, а структура та функція кожного типу 
клітин (моноцити, незрілі, полузрілі ДК), безу-
мовно, впливають і на формування їхньої кріо-
лабільності/кріостабільності.

З огляду на неохідність застосування у клі-
нічній практиці переважно кріоконсервованих 
зрілих ДК для посилення протипухлинної актив-
ності імунної системи виникає необхідність від-
працьовування підходів отримання функціональ-
но повноцінних імуногенних ДК. У більшості 
експериментальних і клінічних робіт саме моно-
цити використовують для кріоконсервування з 
подальшим (після розморожування) їх диферен-

Thus, the preservation of DCs obtained from human 
peripheral blood or bone marrow of C57Bl/6 
mice mononuclear cells and cooled at a rate of 
1 deg/min to –70°C with subsequent immersion into 
liquid nitrogen did not exceed 40%. In the same 
cycle of studies [36] the phenotypic characteristics 
of native and cryopreserved DCs were comparati-
vely evaluated. After thawing and subsequent culti-
vation for 7 days, the authors assessed the mean 
fl uorescence intensity (MFI) of membrane molecules 
such as MHCI, MHCII, CD80, CD86, CD11b, CD11c, 
CD54, CD205. Of the eight markers of cryopreser-
ved DCs studied compared to native DCs, a re-
duced AFI was observed in fi ve: MHCII – in 1.3; 
CD80 – 1.4; CD86 – 1.2; CD11c and 3 times for 
CD54. This fact demonstrates a decrease in the rate 
of expression of co-stimulatory molecules, which 
may indicate an inhibition of the diff erentiation 
potential of cryopreserved DCs and, as a conse-
quence, their ability to present antigen. 

It is established that the initial state of bioob-
jects, i. e. the structure and function of cells, tissues, 
organs, determines the degree of their cryolability 
[28, 17, 22, 23, 24]. The same is supported by 
H. Hayden et al. [27], who froze human peri-
pheral blood monocytes and grown from them im-
mature and semi-mature DCs under the protection 
of 10% DMSO at a rate of 1 deg/min to –80°C. 
The authors concluded that the monocytes were 
the most cryostable, and the least stable were semi-
mature DCs, but the structure and function of 
each cell type (monocytes, immature, semi-mature 
DCs), surely, aff ect the formation of their cryola-
bility/cryostability. 

In regard of the need to use in clinical practice 
mainly cryopreserved mature DCs to enhance the anti-
tumor activity of the immune system, the approaches 
for obtaining functionally complete immunogenic 
DCs should be developed. In most experimental 
and clinical studies, monocytes are used for cryo-
preservation with their subsequent (after thawing) 
in vitro diff erentiation in mature DCs [16, 39, 41, 
43]. Thus, H. Hayden et al. [27] found a specifi c 
response of cryopreserved monocytes and immature 
cryopreserved DCs to factors, inducing DCs ma-
turation in vitro (TNF-α, IFN-γ and LPS). It 
was shown that mature DCs were formed more ef-
fi ciently from cryopreserved monocytes than from 
immature cryopreserved DCs. Further analysis of 
the functional properties of mature DCs derived 
from cryopreserved monocytes revealed their in-
creased ability to express FOXP3 protein, i. e. to 
form Treg in the CD3+ fraction of peripheral blood 
lymphocytes compared to the DCs derived from 
native monocytes. In addition, the freeze-thaw 
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ціюванням in vitro в зрілі ДК [20, 39, 41, 43]. Так, 
H. Hayden та співавт. [28] виявили специфічну 
відповідь кріоконсервованих моноцитів та 
незрілих кріоконсервованих ДК на фактори, які 
індукують дозрівання ДК in vitro (TNF-α, IFN-γ 
і LPS). Було показано, що з кріоконсервованих 
моноцитів більш ефективно, ніж із незрілих 
кріоконсервованих ДК формувалися зрілі ДК. 
Подальший аналіз функціональних властивостей 
зрілих ДК, отриманих саме з кріоконсервованих 
моноцитів, встановив їх підвищену здатність 
до експресії FOXP3-білка, тобто до формування 
Трег у CD3+-фракції лімфоцитів периферичної крові 
порівняно з ДК, отриманими з нативних моно-
цитів. Крім того, процедура заморожування-
відтавання гальмувала продукцію цими ДК за-
пальних цитокінів (IL-12 та IFN-γ). У процесі 
співкультивування CD3+ Т-клітин пацієнтів з усіма 
типами ДК, отриманими з кріоконсервованих 
моноцитів, незрілих та полузрілих ДК, спосте-
рігалося зниження проліферативної активності 
Т-клітин. Дійсно, характер впливу кріоконсер-
вування на мононуклеари та моноцити (поперед-
ники ДК) залишається невивченим, хоча викликає
безумовний інтерес, особливо щодо потенціалу
подальшого їх диференціювання в ДК. Думка 
більшості дослідників у питанні вибору прог-
рами кріоконсервування мононуклеарів та мо-
ноцитів співпадає відносно використання повіль-
ної швидкості охолодження: 1 град/хв до –80ºС 
із подальшим зануренням у рідкий азот [11, 28, 
35, 41, 49] та відігріванням при 37ºС. T. Buhl та 
співавт. назвали таку програму «стандартною» 
[11]. 

Вказується на можливість варіювання компо-
нентами середовища кріоконсервування, до скла-
ду якого входять аутологічна або ембріональна 
теляча сироватка (ЕТС 90%) і ДМСО (10%) або 
RPMI-1640 (40–70%), ЕТС (20–40%) та ДМСО 
(10–20%). Зокрема, H. Hayden та співавт. [28] 
довели, що більш ефективне заморожування мо-
ноцитів на середовищі RPMI з 20% сироватки і 
10% ДМСО, ніж з 90% сироватки. На думку дея-
ких авторів температура відтавання (за кімнатної 
температури протягом 10 хв, або при 37ºС протя-
гом 1 хв) менше впливала на збереженість клітин 
[28, 29].

M. Makino та співавт. [31] запропонували за-
морожувати мононуклеари периферичної крові 
людини зі швидкістю охолодження 1 град/хв до 
кінцевої температури –70ºС у захисному середо-
вищі, яке містило різні співвідношення ЕТС (20–
30%) і ДМСО (8–12%). Було показано, що кріо-
консервовані мононуклеари, як й нативні, здатні 
генерувати під захистом 12% ДМСО ex vivo зрілі 

inhibited the production of infl ammatory cyto-
kines by these DCs (IL-12 and IFN-γ). During co-
culturing of the patients’ CD3 + T cells with all 
types of DCs derived from cryopreserved mono-
cytes, immature and semi-mature DCs, a decrease 
in the proliferative activity of T cells was obser-
ved. Indeed, the nature of the cryopreservation 
eff ect on mononuclear cells and monocytes (DCs 
precursors) remains unexplored, although it is of de-
fi nite interest, especially regarding the potential for 
their further diff erentiation in DCs. The opinion of 
most researchers on the choice of cryopreservation 
protocols for mononuclear cells and monocytes 
coincides as for the use of slow cooling rate: 1 deg/min 
to –80°C with subsequent immersion into liquid nit-
rogen [6, 27, 35, 41, 49] and warming at 37ºС. 
T. Buhl et al. defi ned such a protocol as ‘standard’ [6]. 

The possibility of varying the components of 
the cryopreservation medium, which includes auto-
logous or fetal bovine serum (90% FBS) and DMSO 
(10%) or RPMI-1640 (40–70%), FBS (20–40%) 
and DMSO (10–20%) is emphasized. In particular, 
H. Hayden et al. [27] showed that freezing mono-
cytes with RPMI medium with 20% serum and 
10% DMSO was more eff ective than the applying 
of 90% serum. According to some authors, the war-
ming temperature (at room temperature for 10 min, 
or at 37°C for 1 min) had less eff ect on cell preser-
vation [27, 29]. 

M. Makino et al. [31] suggested freezing 
human peripheral blood mononuclear cells with a 
cooling rate of 1 deg/min to a fi nal temperature 
of –70°C in a protective medium containing diff e-
rent ratios of FBS (20–30%) and DMSO (8–12%). 
Cryopreserved mononuclear cells, as well as native 
ones, have been shown to be able to generate 
mature immunogenic DCs under the protection 
of 12% DMSO ex vivo. Dendritic cells obtained 
in this study from cryopreserved mononuclear 
cells expressed high levels of HLA-DR-, HLA-
DQ-, CD80- and CD86-molecules, as well as DCs, 
which were generated from native mononuclear 
cells. According to other authors, the rates of via-
bility and expression of surface cell markers of 
mature DCs obtained from cryopreserved and na-
tive mononuclear cells did not diff er [29, 36, 57]. 
This is confi rmed by the fact that even after cryo-
preservation of monocytes according to the ‘stan-
dard program’ [6], the functional potential of DCs 
generated from them coincided with that of DCs 
obtained from native monocytes [14, 27]. 

However, there are a number of confl icting re-
ports on a reduced rate of diff erentiation of cryo-
preserved mononuclear cells in mature DCs with 
LPS stimulation [27, 35, 36, 49]. It was shown that in 
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імуногенні ДК. Дендритні клітини, отримані в 
цьому дослідженні з кріоконсервованих моно-
нуклеарів, експресували високі рівні HLA-DR-, 
HLA-DQ-, CD80- і CD86-молекул, як і ДК, які 
були генеровані з нативних мононуклеарів. За да-
ними інших авторів встановлено, що рівень жит-
тєздатності та експресії поверхневих клітинних 
маркерів зрілих ДК, що були отримані з кріокон-
сервованих і нативних мононуклеарів, не відріз-
нялися [29, 36, 57]. Це підтверджено тим фактом, 
що і після кріоконсервування моноцитів за «стан-
дартною програмою» [11] функціональний потен-
ціал генерованих із них ДК співпадав із ДК, отри-
маних із нативних моноцитів [18, 28]. Однак 
існує ряд суперечливих повідомлень про зниження 
швидкості диференціювання кріоконсервованих 
мононуклеарів у зрілі ДК при стимуляції LPS [28, 
35, 36, 49]. Показано, що у ДК, отриманих in vitro 
з кріоконсервованих моноцитів, був знижений 
рівень експресії СD83- і СD86-молекул, а після 
обробки LPS продукування ними прозапальних 
цитокінів IL-12 і TNFα не збільшувалося. На 
думку H. Hayden та співавт. [28], саме зниженим 
рівнем продукції IL-12 такими ДК зумовлена і 
менша швидкість проліферації культивованих із 
ними Т-клітин у змішаній культурі лімфоцитів. 
Це узгоджується з даними D. Messmer та співавт. 
[37], які свідчать про більш низький рівень IL-12 
у супернатантах ДК, отриманих із кріоконсер-
вованих моноцитів, ніж у нативних. Отже, у виро-
щених із кріоконсервованих мононуклеарів ДК 
була знижена здатність до продукування кри-
тичного медіатора запального каскаду – ІL-12. 

Слід врахувати той факт, що перепрофілюван-
ня функції моноцитів та мононуклеарів після 
описаних процедур можливо за умов кріоконсер-
вування. Зміна зазначених характеристик моно-
цитів та мононуклеарів, які пов’язані з форму-
ванням ДК, є наслідком функціонування їх ге-
номних і постгеномних профілів. Цю думку 
підтверджують дані щодо впливу кріоконсер-
вування на експресію широкого профілю генів 
[18, 21, 22]. Ступінь такого впливу залежить від
умов кріоконсервування. Таким чином, варіюючи 
компоненти технологічного процесу заморожу-
вання МНК або МОН, можна «під замовлення»
отримувати з них імуно- або толерогенні ДК.

Цікаво, що саме в супернатантах ДК, виро-
щених із кріоконсервованих моноцитів, порів-
няно з нативним контролем була підвищена 
концентрація протизапального IL-10, асоційова-
ного з функцією незрілих ДК. Даний факт свід-
чить про можливість отримання ex vivo після 
кріоконсервування з моноцитів незрілих толеро-
генних ДК [29, 35].

the DCs obtained in vitro from cryopreserved mono-
cytes, the expression rate of CD83 and CD86 mole-
cules was reduced, and after LPS treatment they 
did not increase the production of IL-12 and TNFα 
pro-infl ammatory cytokines. According to H. Hay-
den et al. [27], it is the reduced level of IL-12 
production of such DCs that causes a lower rate of 
proliferation of T cells cultured with them in mi-
xed lymphocyte culture. This is consistent with the 
data of D. Messmer et al. [37], indicating lower 
levels of IL-12 in DCs supernatants derived from 
cryopreserved monocytes compared to native ones. 
Thus, the DCs grown from cryopreserved mono-
nuclear cells had a reduced ability to produce a 
critical mediator of the infl ammatory cascade, namely 
IL-12. 

It should be borne in mind that the re-profi ling 
of the function of monocytes and mononuclear 
cells after the described procedures is possible du-
ring cryopreservation. The change in these charac-
teristics of monocytes and mononuclear cells, which 
are associated with the formation of DCs, is a con-
sequence of the functioning of their genomic and 
postgenomic profi les. This view is supported by 
data on the eff ect of cryopreservation on the ex-
pression of a wide range of genes [14, 17, 19]. The 
extent of such an infl uence depends on the cryopre-
servation conditions. Thus, varying the components 
of the technological process of freezing of MNCs or 
monocytes, you can ‘on request’ to obtain from them 
immune or tolerogenic DCs. 

Interestingly, the very in the supernatants of DCs 
grown from cryopreserved monocytes the concentra-
tion of anti-infl ammatory IL-10 associated with
the function of immature DCs was increased 
compared to the native control. This fact indicates 
the possibility of ex vivo obtaining after cryopreser-
vation of immature tolerogenic DCs from mono-
cytes [29, 35]. 

The question of the mechanism of inducing the 
tolerogenic DCs from cryopreserved monocytes and 
mononuclear cells remains controversial. Thus, in 
the paper of G.F. Silveira et al. [49] it has been 
demonstrated that in immature DCs derived from 
cryopreserved monocytes, the rate of maturation 
and the intensity of cytokine secretion in response 
to LPS were lower compared to native ones. The 
authors explain the decrease in the intensity of 
immature DCs formed from cryopreserved mono-
cytes by inhibition of receptor expression for 
GM-CSF (CD116) and IL-4 (CD124) or their 
‘shedding’, which is often observed during cryo-
preservation of cell suspensions of various types 
[17]. A similar nature of the change in expression 
can occur with TLR4. This explains the decrease 
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Дискусійним залишається питання щодо 
механізму індукції ДК із толерогенною функ-
цією з кріоконсервованих моноцитів та мононук-
леарів. Так, у роботі G.F. Silveira та співавт. [49] 
показано, що у незрілих ДК, отриманих із кріо-
консервованих моноцитів, швидкість дозрівання 
та інтенсивність секреції цитокінів у відповідь 
на LPS порівняно з нативними були меншими. 
Зниження інтенсивності формування незрілих 
ДК із кріоконсервованих моноцитів автори пояс-
нюють інгібіцією експресії рецепторів до GM-
CSF (CD116) і IL-4 (CD124) або їх «шедінгом», 
що часто спостерігається в процесі кріоконсер-
вування клітинних суспензій різного типу [21]. 
Подібний характер зміни експресії може відбува-
тися і з TLR4. Це пояснює зниження швидкості 
дозрівання кріоконсервованих ДК у присутності 
LPS, який є лігандом для TLR4. Відомо, що під 
час зв’язуванні TLR4 з LPS активується ряд адап-
терних білків і киназ, які беруть участь в індук-
ції основних прозапальних факторів, що сприяють 
дозріванню ДК [1]. Таким чином, кріоконсерву-
вання індукує формування саме незрілого фено-
типу ДК, обмежуючи можливість їх подальшого 
дозрівання. Причиною цього може бути «шедінг» 
або зниження рівня експресії TLR4 та інших 
рецепторних структур в умовах інтегральної ін-
гібіції метаболічних процесів у клітинах після 
їх розморожування. При цьому механізм фор-
мування незрілого фенотипу ДК і властивої їм 
толерогенної функції до кінця не з’ясований і 
потребує подальшого вивчення. 

Загальновідомий факт модифікації під дією 
кріоконсервування рецепторного «репертуару» 
клітин, зокрема, за рахунок їхнього «шедінгу» 
[21, 56], пригнічення синтезу одних видів білків 
[15] і підвищення інших, наприклад, білків теп-
лового шоку (Hsp) [18, 47]. Показано збільшення 
вмісту цитозольного білка Hsp70 після заморо-
жування/відігрівання мієлоїдних попередників, 
моноцитів та ДК. Деякі автори вказують, що 
цей білок володіє імуносупресивним потенціалом 
[10, 51, 59] і сприяє модуляції фенотипу ДК у бік 
толерогенного, що супроводжується підвищенням 
продукції IL-10 [30, 50, 59]. Показано, що в ДК 
Hsp70 на тлі зниження продукції TNF-α приг-
нічує експресію таких мембранних костимулятор-
них структур, як CD86 і MHCII. Також Hsp70 
здатний змінювати баланс про- і протизапальних 
цитокінів у бік підвищення останніх [30, 50, 59]. 
До того ж після зв’язування з ендоцитарним ре-
цептором, а далі через TLR2 Hsp70 передає сиг-
нал активації гена мієлоїдного диференціювання 
MyD88 [10]. Наступне фосфорилювання регуля-
торної кінази ERK може ініціювати активацію 

in the maturation rate of cryopreserved DCs in the 
presence of LPS, which is a ligand for TLR4. Bin-
ding of TLR4 to LPS is known to activate a num-
ber of adaptor proteins and kinases involved in the 
induction of major pro-infl ammatory factors that 
contribute to DCs maturation [4]. Thus, cryopre-
servation induces the formation of the immature 
phenotype of DCs, limiting the possibility of their 
further maturation. This can be likely caused by 
‘shading’ or reduced expression of TLR4 and 
other receptor structures in terms of integrated inhibit-
ion of metabolic processes in cells after thawing. 
However, the mechanism of formation of the im-
mature phenotype of DC and their inherent tole-
rogenic function is not fully understood and re-
quires further investigation. 

It is a well-known fact that the receptor ‘reper-
toire’ of cells is modifi ed by cryopreservation, 
in particular, due to their ‘shading’ [17, 56], inhi-
bition of the synthesis of some proteins [11] and 
increase of others, such as heat shock proteins (Hsp) 
[14, 47]. Enhanced content of the cytosolic pro-
tein Hsp70 after freezing/warming of myeloid 
precursors, monocytes and DC has been shown. 
Some authors point out that this protein has immune 
suppressive potential [5, 50, 59] and promotes mo-
dulation of the DCs phenotype towards toleroge-
nic, accompanied by increased production of IL-10 
[30, 50, 59]. Hsp70 has been demonstrated to in-
hibit the expression of membrane co-stimulatory 
structures such as CD86 and MHCII against the 
background of decreased TNF-α production. Hsp70 
is also able to change the balance of pro- and 
anti-infl ammatory cytokines in the direction of in-
creasing the latter [30, 50, 59]. In addition, after 
binding to the endocytic receptor and then via 
TLR2, Hsp70 transmits the activation signal of 
the myeloid diff erentiation gene MyD88 [5]. Subse-
quent phosphorylation of ERK regulatory kinase 
may initiate activation of a transcription factor 
that will bind to the il-10 gene promoter, increasing 
IL-10 production. By activating STAT3-sensitive 
genes and/or inhibiting NF-κB and MAPK activity, 
IL-10 inhibits the transcription of pro-infl ammatory 
cytokine genes in activated macrophages, as well 
as the expression of MNCII and co-stimulatory 
molecules, that reduces their ability to present antigen 
and activate T cells. 

Indeed, IL-10 is thought to be a major cytokine 
in the induction of tolerance during immune the-
rapy in the patients with AIDs due to its ability to 
promote the formation of tolDC alone or in com-
bination with TGF-β [45]. The cytokine IL-10 plays 
an important role in the formation of Treg. Tolerogenic 
DCs obtained in protocols using dexamethasone 
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фактора транскрипції, який буде зв’язуватися 
з промотором гена il-10, підвищуючи продук-
цію IL-10. Шляхом активації STAT3-чутливих 
генів і/або інгібіції активності NF-kB і MAPK IL-
10 пригнічує транскрипцію генів прозапальних 
цитокінів у активованих макрофагах, а також 
експресію MHC II і костимуляторних молекул, 
що знижує їхню здатність до презентації антиге-
на та активації Т-клітин.

Дійсно, IL-10 вважають основним цитокіном 
в індукції толерантності під час проведення іму-
нотерапії пацієнтам із АІЗ з огляду на його здат-
ність окремо або в комбінації з TGF-β сприяти 
утворенню толДК [45]. Цитокін IL-10 відіграє 
важну роль у формуванні Трег. Толерогенні ДК, 
отримані у протоколах із використанням декса-
метазону і вітаміну D3, які продукують IL-10, 
здатні стимулювати утворення Трег (CD4+CD25+

FOXP3+-лімфоцитів). Причому ці ДК підсилюють 
толерогенний потенціал Трег, які продукують IL-10 
[44]. 

Для сімейства Hsp70 властива протизапаль-
на активність як наслідок їх імуносупресивного 
потенціалу. Цікаво, що екзогенний Hsp70 може 
пригнічувати запальні реакції в моделях артриту, 
коліту і за відторгнення трансплантата, однак 
механізми, завдяки яким реалізується цей ефект, 
потребують подальшого вивчення [30, 33]. 

Відомо, що імунозапальний процес – захис-
на реакція організму, і розглядається як одна з 
форм його стресового стану [6], який супровод-
жується збільшенням синтезу в імунокомпетент-
них клітинах внутрішньоклітинного Hsp70 [33]. 
Підвищення вмісту цього білка є етапом реалі-
зації толерогенної дії деяких Hsp, у тому числі й 
при АІЗ. Пригнічення запалення, що супровод-
жується підвищенням продукції протизапаль-
ного цитокіну IL-10, спостерігається як внаслі-
док імунізації тварин мікробним Hsp70, так і 
збільшення вмісту власних внутрішньоклітин-
них Hsp70 [30]. Протизапальна активність ряду 
Hsp полягає у захисті імунокомпетентних клітин 
від апоптозу через блокаду початкових шляхів 
його розвитку. Вважається, що підвищена кіль-
кість Hsp пухлинними клітинами запобігає за-
пуску апоптозу у відповідь на стресорний вплив 
[33, 48].

Важливо, що Hsp мають відношення й до пере-
профілювання функціонального статусу ДК: пе-
рехід від імунного до толерогенного. Така транс-
формація ДК відбувається під дією деяких хар-
чових органічних сполук, зокрема карвакрола, 
присутнього в ефірних маслах орегано, бергамота 
і чебрецю [7]. Встановлено, що ці сполуки здатні 
підвищувати рівень ендогенних Hsp70 та інду-

and vitamin D3, which produce IL-10, are able to 
stimulate the formation of Treg (CD4+CD25 +FOXP3+-
lymphocytes). Moreover, these DCs enhance the to-
lerogenic potential of Treg, producing IL-10 [44].

The Hsp70 family has anti-infl ammatory activity 
as a consequence of their immune suppressive po-
tential. Interestingly, exogenous Hsp70 may in-
hibit infl ammatory responses in models of arthritis, 
colitis, and graft rejection, but the mechanisms by 
which this eff ect is implemented require further stu-
dy [30, 33]. 

It is known that the immune infl ammation is 
a protective response of the body, and is considered 
as one of the forms of its stress state [6], which 
is accompanied by increased synthesis in im-
mune competent cells of intracellular Hsp70 [33]. 
Increasing the content of this protein is a step in 
implementing the tolerogenic action of some Hsp, in-
cluding AIDs. Suppression of infl ammation, accom-
panied by increased production of the anti-infl am-
matory cytokine IL-10, is observed both due to im-
munization of animals with microbial Hsp70 and 
higher content of intrinsic intracellular Hsp70 [30]. 
The anti-infl ammatory activity of a number of Hsp 
is to protect immune competent cells against apop-
tosis due to blockade of the initial pathways of its 
development. It is believed that increased amounts 
of Hsp by tumor cells prevent the initiation of apop-
tosis in response to stressors [33, 48]. 

It is important that Hsp is related to the re-profi -
ling of the functional status of DCs: the transition 
from immune to tolerogenic. This transformation of 
DCs occurs under the action of some organic food 
compounds, in particular carvacrol, present in the 
essential oils of oregano, bergamot and thyme [1]. 
It was found that these compounds were able to in-
crease the level of endogenous Hsp70 and to induce 
the production of functionally complete Treg. Hsp70 
proteins play an important role in the induction 
of DCs tolerance and stimulation of the T-regulatory 
component of immunity as more important in the 
treatment of AIDs. Tolerogenic DCs are already 
used in clinical practice for the treatment of various 
AIDs, in particular arthritis [54, 58]. Therefore, it 
is important to assess the content of cytosolic 
Hsp70 in DCs derived from cryopreserved mononu-
clear cells. 

It is known that in cryopreserved cells (mono-
cytes, mononuclear cells, DCs of diff erent degrees 
of maturity) under the infl uence of low and ultralow 
temperatures can develop cascade reactions that 
aff ect the genomic and postgenomic profi les of dif-
ferent types of human and animal cells [3, 14]. 
R. Morimoto and M. Santoro found an increase 
in frozen-thawed fi broblasts in the expression of 
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кувати продукцію функціонально повноцінних 
Трег. Білки Hsp70 відіграють важливу роль в ін-
дукції толерантності ДК і стимуляції Т-регуля-
торної ланки імунітету як важливішої у лікуван-
ні АІЗ. У клінічній практиці для лікуванні різ-
них АІЗ, зокрема артриту, вже використовуються 
толерогенні ДК [54, 58]. У зв’язку з цим актуаль-
ною є оцінка вмісту цитозольних Hsp70 у ДК, от-
риманих із кріоконсервованих мононуклеарів. 

Відомо, що в кріоконсервованих клітинах (мо-
ноцитах, мононуклеарах, ДК різного ступеня зрі-
лості) під впливом низьких і ультранизьких тем-
ператур можуть розвиватися каскадні реакції, що 
впливають на стан геномного і постгеномного
профілів різних видів клітин людини і тварин [9, 
18]. R. Morimoto і M. Santoro встановили підви-
щення у деконсервованих фібробластах експресії 
мРНК ростових факторів (судинного ендотеліаль-
ного (VEGF) і тромбоцит-продукованого (PDGF)), 
що розглядалося як компенсаторний механізм, 
який сприяє репарації можливих пошкоджень 
у клітинах після кріоконсервування [38]. У той 
самий час активація транскрипції ряду каспаз, 
залучених до процесу апоптозу вже в першу до-
бу після відтавання кріоконсервованих фіброб-
ластів приводила до знищення нездатних до репа-
рації клітин [9].

K. Desai та співавт. [16] показали істотне зни-
ження експресії sox2 і sox3 генів в ембріонах 
Danio rerio вже після охолодження до 0ºС, тобто 
температури, яка вважається стресорною для да-
ного виду біооб’єкта. Подальше відігрівання зраз-
ків до фізіологічної для ембріонів Danio rerio 
температури (28°С) викликало короткочасну су-
перекспресію генів sox3 і sox19, яка може бути ре-
зультатом компенсаторних механізмів підтримки
гомеостазу після втрати частини транскриптів ге-
нів у період охолодження [18]. Зниження експресії 
stemness-генів nanog, oct4, sox2 було відзначено 
в клітинах аденокарциноми Ерліха безпосеред-
ньо після кріоконсервування [22]. Кріоконсерву-
вання викликало максимальну інгібіцію експресії 
гена sox2, мінімальну – nanog. Вплив кріоконсер-
вування на рівень експресії різних генів може 
залежати як від діапазону низьких температур, 
так і від типу клітин. M. Francois та співавт. [17] 
показали зниження рівня експресії мРНК гена 
ido в мезенхімальних стовбурових клітинах при-
близно в 4 рази порівняно з контролем відразу 
після розморожування і відновлення через 24 го-
дини наступного культивування. Це супроводжу-
валося нормалізацією рівня експресії ферменту 
IDO у відповідь на стимуляцію IFN-γ. 

Як було згадано вище, в індукції толероген-
ної функції ДК важливу роль відіграє транскрип-

mRNA growth factor (vascular endothelial (VEGF) 
and platelet-produced (PDGF)), which was consi-
dered a compensatory mechanism that promotes 
the repair of possible damage to cells after cryopre-
servation [38]. At the same time, the activation of 
the transcription of a number of caspases involved 
into apoptosis on the fi rst day after warming of 
cryopreserved fi broblasts led to the destruction 
of non-repairable cells [3]. 

K. Desai et al. [12] showed a signifi cant decrease 
in the expression of sox2 and sox3 genes in Danio 
rerio embryos after cooling to 0ºC, i. e. the tempera-
ture that is considered stressful for this species. Fur-
ther warming of the samples to physiological tem-
perature (28°C) for Danio rerio embryos caused a 
short-term overexpression of the sox3 and sox19 
genes, which may result from compensatory mecha-
nisms to maintain homeostasis after loss of some 
gene transcripts during cooling [14]. Decreased 
expression of nanog, oct4, sox2 stemness genes was 
observed in Ehrlich carcinoma cells immediately 
after cryopreservation [19]. Cryopreservation caused 
the maximum inhibition of sox2 gene expression, 
and the minimum one of nanog. The eff ect of 
cryopreservation on the expression rate of various 
genes may depend on the range of low temperatures 
and cell type. M. Francois et al. [13] showed a 
decrease in the expression rate of mRNA of the 
ido gene in mesenchymal stem cells by about 4 ti-
mes compared with the control immediately after 
warming and recovery after 24 hours of subsequent 
cultivation. This was accompanied by normaliza-
tion of the expression rate of the IDO enzyme in res-
ponse to stimulation of IFN-γ. 

As mentioned above, the transcription factor 
GILZ plays an important role in the induction of 
tolerogenic DCs function, the expression of which 
inhibits the maturation and realization of antigen-
presenting DCs function [15, 42, 55]. The question 
remains: whether cryopreservation can alter GILZ 
expression? Surely, cryopreservation has the ability
to activate/inhibit the expression of genes and struc-
tures of the postgenomic cascade that are responsible
for the GILZ production and participate in the 
formation of tolerogenic phenotype of DCs. 

Thus, autologous cell therapy, which is able to 
restore the tolerogenic profi le of the organism, is a 
promising alternative therapeutic approach, as the use 
of traditional immune modulatory and immune 
suppressive products causes severe side eff ects. An 
important role in AIDs immunotherapy belongs to 
autologous tolerogenic DCs, which are currently being 
tested in phases I and II of diseases to develop 
an eff ective therapy capable of eliminating the in-
fl ammations without compromising immunity.
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ційний фактор GILZ, збільшення експресії якого 
пригнічує дозрівання і реалізацію антиген-пре-
зентуючої функції ДК [19, 42, 55]. Цікавим зали-
шається питання, чи може кріоконсервування 
змінювати експресію GILZ. Безумовно, кріокон-
сервування має здатність активувати/пригнічу-
вати експресію генів і структур постгеномного 
каскаду, які відповідають за продукцію GILZ та 
беруть участь у формуванні толерогенного фено-
типу ДК. 

Таким чином, аутологічна клітинна терапія, 
яка здатна відновити толерогенний профіль орга-
нізму, є перспективним альтернативним терапев-
тичним підходом, оскільки застосування тради-
ційних імуномодувальних та імуносупресивних 
препаратів викликає важкі побічні ефекти. Важ-
лива роль в імунотерапії АІЗ належить аутоло-
гічним толерогенним ДК, які на даний час 
тестуються на І і ІІ фазах захворювань з метою 
розроблення ефективної терапії, здатної анулю-
вати запальні процеси без шкоди для імунітету. 

Основними джерелами отримання ДК є мо-
ноцити або мононуклеари периферичної крові та 
кісткового мозку, тому триває пошук ефективних 
методів їх заморожування з подальшою гене-
рацією ex vivo ДК із толерогенним потенціалом 
для адоптивного застосування при аутоімунних
захворювань. 

The main sources of DCs are either monocytes 
or mononuclear cells of peripheral blood and bone 
marrow, so the search for eff ective ways to freeze 
them with subsequent DCs ex vivo generation with 
tolerogenic potential for adoptive treatment of 
autoimmune diseases is underway.
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