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Проведено исследование динамики изменения присущих стволовым кроветворным клеткам 
фетальной печени (СКК КФП) фенотипических характеристик и синтеза альфа-фетопротеина. 
Полученные данные свидетельствуют о возможности существования взаимообусловленности 
его продукции и мультипотентных предшественников в эмбриогенезе. Установлено, что 
максимальная концентрация наиболее потентных кроветворных предшественников и альфа-
фетопротеина в КФП определяется на 13-е сутки гестации. Различной степени 
перераспределение субпопуляционного состава СКК среди колониеобразующих единиц 
грануломоноцитопоэза (КОЕ-ГМ) при использовании различных режимов криоконсервирования 
является основанием его применения как фактора дифференциального воздействия на 
определенные компартменты кроветворных предшественников ФП. 
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Введение 
Использование гемопоэтических клеток фетальной печени (КФП) является одной из 

терапевтических стратегий, направленных на минимизацию развития многих патологических 
состояний. Очевидно, что эффективность трансплантации КФП определяется присутствием в них 
широкого спектра клеточных популяций, среди которых ключевую роль играют стволовые 
кроветворные элементы (Грищенко, Гольцев, 2002; Gilles et al., 1997). Тот факт, что КФП обладают 
способностью корригировать не только гемопоэтическую, но и иммунокомпетентную сферу организма 
реципиента, делает их весьма привлекательными при лечении аутоиммунных заболеваний (Гольцев 
и др., 2003; Горская и др., 2003). Иммунотропный и иммунорегуляторный потенциал гемопоэтических 
предшественников разной степени зрелости из различных гемопоэтических плацдармов изучаются в 
последнее время достаточно интенсивно (Гольцев, 1997; Горская и др., 2003; Грищенко, Гольцев, 
2002; Roy et al., 1997). Способность КФП ингибировать иммунные реакции в системе in vivo и in vitro, 
во-первых, не рестриктирована по антигенам главного комплекса гистосовместимости и, во-вторых, 
реализуется без предварительного контакта с клетками (тканями)–мишенями (Гольцев и др., 1996, 
1999). 

Считается, что такого рода феноменология обусловлена продукцией этими клетками 
биологически активных субстанций с супрессорной активностью (Бельский и др., 2005; Грищенко, 
Гольцев, 2002). Факторы естественной иммунной супрессии включают в себя трансформирующий 
фактор роста β (ТРФ-β), оксид азота (NO), эритроидный супрессорный фактор, простагландины и т. д. 
(Бельский и др., 2005; Surbek et al., 2000; Stopka et al., 1998; Wickenhauser et al., 1995). 
Продуцирующие эти факторы клетки идентифицированы в тканях гемопоэтического плацдарма 
взрослых грызунов (Philips et al., 2000; Stopka et al., 1998), человека (Jiang et al., 1994; Wickenhauser et 
al., 1995), а также в печени эмбрионов (Surbek et al., 2000). 

 Наряду с этим, существенным моментом обоснования применения клеточно-тканевых 
субстратов гемопоэтического плацдарма для лечения дисфункции иммунокомпетентной сферы 
является потенциальная возможность трансплантируемых СКК «реставрировать» иммунную систему 
(ИС) реципиента через обновление собственного компартмента подобных клеток (Гольцев, 1997; 
Грищенко, Гольцев, 2002). Этот тезис имеет непосредственное отношение к КФП, поскольку 
указывается, что наиболее примитивные предшественники гемопоэза более склонны к реализации 
такого потенциала. В связи с этим, необходимо обратить внимание на то, что даже среди КФП 
гемопоэтические предшественники существенно меняют свой структурно-функциональный статус на 
различных этапах гестационного периода (Morrison et al., 1995; Roy et al., 1997). Наиболее 
потентными принято считать СКК ранних сроков гестации как у человека (Frans et al., 2005; Gilles et 
al., 1997), так и у экспериментальных животных (Ema, Nakauchi, 2000; Morrison et al., 1995). 

Криобиологические технологии давно зарекомендовали себя как один из важнейших 
компонентов аппликации клеточной и тканевой терапии в клинической практике. Вместе с тем, 
возможность использования криоконсервирования как способа модификации структурно-
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функционального статуса биообъекта, в том числе КФП, является одним из существенных моментов 
в этом направлении. Получены убедительные данные о том, что в ряде случаев терапевтический 
эффект криоконсервированного материала по ряду параметров превосходит таковой нативного 
(Гольцев и др., 2000, 2003, 2005). Что касается продуктов эмбриофетоплацентарного комплекса 
(ПФПК), то были высказаны предположения, подтвержденные некоторыми экспериментальными 
исследованиями, о возможности криоконсервирования изменять компонентный состав клеточно-
тканевых субстратов и, главное, модифицировать их структурно-функциональный статус (Гольцев и 
др., 1996; Козлова, 2005; Goltsev et al., 2006). 

В связи с этим возникает вполне логичный вопрос относительно того, что же является 
«оптимальным» режимом криоконсервирования биообъекта, есть ли необходимость добиваться 
«абсолютной» его сохранности и какие методические подходы для этого могут быть использованы. 
Это в полной мере относится к такому весьма интригующему биообъекту как КФП. 

Исходя из этого, целью данного исследования было определить фенотипические 
характеристики субпопуляции КФП, которые относятся к эмбриональным кроветворным 
предшественникам у мышей в различные сроки гестации, а также оценить характер влияния 
различных режимов криоконсервирования на функциональный статус предшественников (КОЕ-ГМ) 
среди КФП. 

 
Объекты и методы исследования 
Эксперименты проводились на мышах линии СВА/Н 12–14-недельного возраста массой 18–20 г. 

Манипуляции с животными выполнены согласно Международным принципам Европейской конвенции 
о защите позвоночных животных (Страсбург, 1985). КФП были получены на среде 199 с 3% 
эмбриональной телячьей сывороткой и 2% цитрата натрия.  

Процент клеток, экспрессирующих СД 34, Mac-1, LFA-1 антигены на поверхности КФП, 
определяли методом проточной цитометрии с помощью моноклональных антител фирмы Biolegend: 
anti-CD 34 (PE), anti-Mac-1 (CD 11b; FITC), anti-LFA-1 (CD 11a; FITC). Статистический учет данных 
осуществляли с помощью программы WinMDI 2.8. Содержание альфа-фетопротеина определяли 
иммуноферментным методом на анализаторе Microplate reader DNM-9602 с помощью набора 
реактивов фирмы «Протеиновый контур» (Санкт-Петербург). Криоконсервирование КФП 
осуществляли под защитой 5 или 7,5% диметилсульфоксида (ДМСО) на программном 
замораживателе "Cryoson" (Германия) со скоростью 1ºС/мин до –40°С (режим Крио-1) (Rowley et al., 
1994) и 1ºС/мин до –40°С, 10-минутная экспозиция, 10°С/мин от –40°С до –80°С с последующим 
погружением образцов в жидкий азот (режим Крио-2) (Jons et al., 1995). Содержание 
предшественников грануломоноцитопоэза (КОЕ-ГМ) среди КФП и костного мозга (КМ) определяли в 
системе in vitro по количеству формируемых колоний (КОЕ) и кластеров (КлОЕ) в полужидком агаре. 
Клетки культивировали в концентрации 1×105 клеток/мл (Шерешков, 1974). Их идентификацию в 
нативном материале осуществляли на 7-е сутки, в криоконсервированном – на 14-е сутки 
культивирования, поскольку пролиферативная активность КОЕ-ГМ временно ингибирована под 
действием криоконсервирования (Дубрава, 1986). Препараты учитывали под инвертированным 
микроскопом (увеличение ×40). Для оценки особенностей распределения кроветворных клеток 
различной степени дифференцировки (Афанасьев, Алмазов, 1985) был введен индекс 
пролиферативной активности – ИПА (КОЕ/КлОЕ). 

 
Результаты и обсуждение 
КФП способны вырабатывать широкий спектр регуляторных цитокинов и иммунотропных 

субстанций, одной из которых является альфа-фетопротеин. Его регуляторная роль в отношении 
иммунной системы заключается, в первую очередь, в том, что он может выступать в роли фактора, 
активирующего супрессорное звено иммунитета, и ингибировать функцию Т-эффекторов (Черешнев, 
2003; Bartha et al., 2000). Кроме того, КФП обладают высокой гемопоэтической активностью, 
способностью при их трансплантации восстанавливать лимфогемопоэтический комплекс мышей-
реципиентов без развития иммуноконфликтных ситуаций (Гольцев и др., 1999). Известно, что 
кроветворные предшественники КФП по мере увеличения сроков гестации изменяют свои 
фенотипические характеристики и функциональный статус (Gilles et al., 1997; Morrison et al., 1995). 
Фактически, это происходит по мере дифференцировки СКК фетальной печени. Для идентификации 
среди КФП кроветворных предшественников используют различные маркеры, а именно СD 34, Mac-1, 
Sca-1, Thy-1 и т. д. Степень их экспрессии либо как самостоятельного свидетеля, либо в сочетании с 
другими мембранными структурами характеризует уровень функционального потенциала 
предшественников (степень дифференцировки) (Morrison et al., 1995). Например, степень экспрессии 
СД 34-маркера по мере увеличения срока гестации снижается. В итоге, в общем компартменте 
стволовых кроветворных клеток соотношение пула малодифференцированных, обладающих высоким 
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пролиферативным потенциалом, и клеток, продвинутых в дифференцировке, изменяется (Frans et al., 
2005). 

Проведенная нами сравнительная оценка количественного содержания клеток, 
экспрессирующих СД 34 антиген, как общий маркер прогениторных гемопоэтических клеток, и альфа-
фетопротеина у мышей разного срока гестации показала весьма высокую степень совпадения 
динамики изменения этих показателей (рис. 1). Так, максимум содержания CD 34+ клеток приходился 
на 13-е сутки гестации, а к 17-м суткам наблюдалось снижение их количества примерно в 2,5 раза. 
Несмотря на то, что концентрация альфа-фетопротеина с 13-х по 17-е сутки снижалась более 
интенсивно (примерно в 8 раз), совпадение общей тенденции обоих процессов может говорить о 
взаимообусловленности продукции альфа-фетопротеина и мультипотентных предшественников в 
эмбриогенезе (Emoto, Kaufman, 2003; Freitas et al., 2003; Lazaro et al., 2003). 
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Рис. 1. Содержание CD 34+ клеток и альфа-фетопротеина на разных стадиях 

гестационного периода 
 
Широкий спектр биологической активности КФП реализуется на уровне медиаторных 

(дистантных) взаимодействий и в процессе межклеточной кооперации с участием различных молекул 
адгезии, таких как Mac-1, LFA-1, ICAM-1, VCAM, L-селектин, VLA-4, VLA-5 и др. (Verfaille, 1998). Эти 
молекулы были идентифицированы и охарактеризованы как структуры, задействованные в регуляции 
функционального состояния, в первую очередь лейкоцитов. В дальнейшем было показано, что 
молекулы адгезии семейства иммуноглобулинов и ряд хемокинов присущи многим клеткам и 
участвуют также в процессах миграции и расселения стволовых клеток в костномозговом 
микроокружении. В частности, Mac-1, в виде гетеродимера СD-11b и CD 18, является членом 
семейства интегринов. СD11b и CD18 представляют собой молекулы адгезии, которые играют 
важную роль во взаимодействии мультипотентных СКК со стромой КМ (Goltsev, 2006; Verfaille, 1998; 
Roy, Verfaille, 1999). Считается, например, что различия в экспрессии Mac-1 на СКК взрослого КМ и 
фетальной печени связаны с изменением спектра сигналов микроокружения (Goltsev et al., 2006). 
Предполагается, что Mac-1, экспрессирующие СКК, в большей степени склонны к пролиферации, 
тогда как Mac-1- СКК – к состоянию покоя (Morrison et al., 1995). Этот факт указывает на то, что 
экспрессия Mac-1 играет роль в передаче сигналов пролиферации мультипотентным 
предшественникам. 

Можно согласиться, что по мере дифференцировки СКК увеличивается как количество клеток, 
так и степень экспрессии молекул адгезии на их поверхности, включая Mac-1 структуру. В полном 
соответствии с данной концепцией находятся полученные нами данные, которые свидетельствуют, 
что степень экспрессии Mac-1 антигена, как маркера дифференцировки стволовых гемопоэтических 
клеток, действительно повышалась по мере увеличения сроков гестации (рис. 2), причем значительно 
интенсивнее в период с 15-е по 17-е сутки (в 2,5 раза), чем с 13-х по 15-е (в 1,05 раза). В связи с этим 
важно заметить, что, по данным (Morrison et al., 1995), после 15-х суток гестации в эмбриональной 
печени резко снижается концентрация СКК с мультипотентным длительным потенциалом 
самоподдержания и реконструктивным потенциалом самоподдержания, т.е. наиболее примитивных 
предшественников.  

Процесс продвижения предшественников КФП от менее к более дифференцированным по мере 
увеличения срока гестации подтверждается и увеличением концентрации среди них LFA-1+ клеток. 
LFA-1-lymphocyte function-assosiated antigen (лимфоцитарный функционально-ассоциированный 
антиген) экспрессируется и на СКК (Tavassoli, Hardy, 1990; Teixido et al., 1992). Широта его 
функционального потенциала достаточно велика, но, пожалуй, ключевая его роль – в придании СКК 
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по мере созревания способности взаимодействовать с эндотелиальными клетками микрососудов и 
формировать так называемую «миграционную пору» для выхода из ниши кроветворного 
микроокружения (Prosper et al., 1998). Поэтому вполне логично считать, что увеличение концентрации 
с 13-х по 17-е сутки LFA-1+ КФП (рис. 2) отражает и динамику изменения содержания среди них LFA-1+ 

кроветворных предшественников. Итак, судя по результатам оценки фенотипических характеристик, 
из трех выбранных сроков аттестации максимальная концентрация наиболее потентных СКК в общей 
популяции КФП может присутствовать на 13-е сутки гестации. Учитывая поставленные задачи и 
функциональные характеристики этих клеток, в дальнейших исследованиях для криоконсервирования 
были выбраны КФП именно этого срока гестации. 
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Рис. 2. Экспрессия молекул адгезии на поверхности КФП в зависимости от сроков 

гестационного периода 
 
Основные постулаты криобиологии говорят о том, что характер и степень влияния физико-

химических факторов, реализуемых в процессе криоконсервирования, существенно зависят от 
исходного состояния биообъекта. Показано, что один и тот же режим криоконсервирования по- 
разному влияет на СКК разного уровня дифференцировки, а СКК какого-то одного уровня 
дифференцировки по-разному отвечают на физико-химические факторы, реализуемые при разных 
режимах криоконсервирования (Козлова, 2005). Подтверждением этому могут быть представленные 
на рис. 3 результаты зависимости сохранности кроветворных предшественников 
грануломоноцитопоэза (КОЕ-ГМ) КФП 13-х суток гестации от режима криоконсервирования. Во-
первых, очевидно, что этот показатель существенно изменялся при изменении условий 
замораживания–отогрева. Во-вторых, даже при «оптимальном» режиме, каковым оказался Крио-2 с 
5% ДМСО, максимальная сохранность предшественников была на 20% ниже, чем в контроле. Однако, 
при этих условиях увеличивался достоверно по сравнению с контролем ИПА (в 1,3 раза; р<0,05), что 
говорит о перераспределении в таком материале субпопуляций предшественников в сторону 
увеличения более потентных. При этом остальные режимы и концентрации ДМСО обеспечивали, как 
и в интактных КФП, сбалансированный состав субпопуляций КОЕ и КлОЕ, но более низкую 
интегральную сохранность предшественников. 

Бесспорно, что взятые в качестве примера оценки функционального статуса кроветворных 
предшественников КОЕ-ГМ по характеристикам структурно-функциональной организации отличаются 
от тех предшественников, фенотипические характеристики которых мы оценивали. Ответ последних 
на варьирование экспрессии факторов криоконсервирования при различных режимах, видимо, будет 
также иметь свои особенности. Однако, тот факт, что конкретные предшественники (КОЕ-ГМ), среди 
КФП конкретных сроков гестации (13-е сутки), продемонстрировали зависимость функционального 
ответа от условий криоконсервирования, ориентирует нас на необходимость поиска оптимальных 
режимов и в отношении примитивных эмбриональных кроветворных предшественников. Решение 
такой задачи определяется прежде всего высокой степенью востребованности такого уровня клеток 
для лечения широкого спектра патологических состояний организма. 
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Рис. 3. Содержание КОЕ-ГМ в КФП 13-х суток гестации, криоконсервированных по разным 

режимам 
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ІДЕНТИФІКАЦІЯ ФЕНОТИПІЧНИХ ХАРАКТЕРИСТИК ТА ОЦІНКА ВПЛИВУ РІЗНИХ РЕЖИМІВ 
КРІОКОНСЕРВУВАННЯ НА ФУНКЦІОНАЛЬНИЙ ПОТЕНЦІАЛ КЛІТИН ФЕТАЛЬНОЇ ПЕЧІНКИ 

А.М.Гольцев, К.Є.Ямпольська, Т.Г.Дубрава  
 
Проведено дослідження динаміки змін властивих стовбуровим кровотворним клітинам 
фетальної печінки (СКК КФП) фенотипічних характеристик і синтезу альфа-фетопротеїну. 
Отримані дані свідчать про можливість існування взаємозумовленості його продукції і 
мультипотентних попередників у ембріогенезі. Встановлено, що максимальна концентрація 
найбільш потентних кровотворних попередників і альфа-фетопротеїну в КФП визначається на 
13-ту добу гестації. Різного ступеня перерозподіл субпопуляційного складу СКК серед 
колонієутворюючих одиниць грануломоноцитопоезу (КУО-ГМ) при використанні різних режимів 
кріоконсервування є підставою його застосування як фактора диференціального впливу на 
визначені компартменти кровотворних попередників ФП. 
 
Ключові слова: стовбурові кровотворні клітини, клітини фетальної печінки, альфа-
фетопротеїн, молекули адгезії, КУО-ГМ. 
 
 
IDENTIFICATION OF FENOTYPICAL CHARACTERISTICS AND AN ESTIMATION OF INFLUENCE 
OF VARIOUS CRYOPRESERVATION REGIMES ON FUNCTIONAL POTENTIAL OF FETAL LIVER 

CELLS 
A.N.Goltsev, K.Y.Yampolskaya, T.G.Dubrava  

 
Change in dynamic of phenotypical characteristics inherent to fetal liver hematopoietic stem cells 
(FLHSC) and synthesis of an alpha-fetoprotein was studied. The received data testify to an opportunity 
of existence of interconditionality of its production and multipotent progenitors in embryogenesis. It is 
established, that the maximal concentration of most potent hematopoietic progenitors and an alpha-
fetoprotein in FLC is determined at 13th day of gestation. A various degree redistribution of 
subpopulation composition of HSC among colony-forming units of granulocytopoiesis (CFU-GM) at 
use of various regimes of cryopreservation is the basis of its application as factor of differential 
influence on certain compartments of hematopoietic progenitors of FL. 
 
Key words: hematopoietic stem cells, fetal liver cells, alpha-fetoprotein, molecules of adhesion, CFU-
GM. 
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