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Реферат: У роботі надано порівняльну характеристику властивостей мишиних кріоконсервованих шкірно-м’язових фе-

тальних мультипотентних стромальних клітин (МСК) і МСК дорослого тимуса в культурі in vitro. У фетальних МСК спостері-
гається на 30% більша середня кількість подвоєнь за 24 години і на 41% менша середня тривалість подвоєнь. Встановлено, 
що фетальні МСК 4-го пасажу мають на 39% більшу клоногенну активність, ніж МСК дорослого тимуса. Фетальні МСК і МСК 
дорослого тимуса дорослої тварини диференціюються у спеціальних середовищах однаково ефективно за остео- і ади-
погенним напрямками. Фетальні МСК і МСК тимуса характеризуються практично однаковою високою здатністю до контактної 
взаємодії з тимоцитами, утворення фібробластолімфоцитарних розеток (ФЛР) і є значно менш активними у формуванні ФЛР
із клітинами лімфатичних вузлів. Це свідчить про наявність у обох субпопуляцій МСК мембранної спорідненості до незрілих 
лімфоїдних клітин. Результати показали, що фетальні МСК помітно відрізняються від МСК дорослого тимуса  дорослої тварини за 
активнішою кінетикою росту та клоногенним потенціалом, але обидві субпопуляції клітин мають практично однакову здатність 
до лінійного диференціювання і проявляють високу активність під час контактної взаємодії з незрілими лімфоїдними клітинами.
Встановлено, що лінійне диференціювання і здатність до контактної взаємодії з лімфоцитами є достатньо стабільними 
властивостями МСК, а проліферативна активність і колонієутворення in vitro суттєво відрізняються у різних типів МСК, 
що може бути враховано під час вибору клітин для терапії, досліджень і оцінки їх результатів.

Ключові слова: кріоконсервування, мультипотентні стромальні клітини тимуса, фетальні шкірно-м’язові мультипотентні 
стромальні клітини, культуральні властивості. 

Abstract: The paper provides a comparison of properties of cryopreserved fetal murine multipotent stromal cells (MSCs) 
of skin-muscular origin and those derived from adult thymus in culture in vitro. Fetal MSCs showed a 30% higher number of average 
population doublings within 24 hrs, and 41% lower average population doubling time. It was found that the fetal MSCs of the 4th passage 
had a 39% higher clonogenic activity than the adult thymus-derived ones. Fetal MSCs and those derived from adult thymus diff eren-
tiated in osteogenic and adipogenic lineages with equal effi  ciency in special culture media. Fetal and thymus-derived MSCs were 
characterized by almost the same high ability of contact interaction with thymocytes, and the fi broblast-lymphocyte rosette (FLR) 
formation. They were far less active in FLR formation with lymph node cells. This indicated the presence of membrane affi  nity for im-
mature lymphoid cells in both MSC subpopulations. The results showed the fetal MSCs to be signifi cantly diff erent from the adult 
thymus-derived MSCs by more active kinetics of growth and clonogenic potential. However, both cell subpopulations had virtually 
the same ability for linear diff erentiation and showed high activity during contact with immature lymphoid cells. Linear diff erentiation 
and the ability to interact with lymphocytes were found to be quite stable properties of MSCs, but a proliferative activity and in vitro 
colony formation distinguished signifi cantly in diff erent types of MSCs. This can be taken into account when choosing the cells for 
therapy, research and results assessment. 

Key words: cryopreservation, thymic multipotent stromal cells, fetal skin- and muscle-derived multipotent stromal cells, cultural 
properties. 
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Вивчення імунобіологічної активності муль-
типотентних стромальних клітин (МСК) є одним 
із провідних наукових напрямків щодо підви-
щення активності регенерації імунної систе-
ми. Перспективність таких досліджень обґрун-
товується даними про велике значення МСК у 
імунопоезі, підтримці гемопоетичних стовбу-
рових клітин та їх нащадків у кістковому мозку 

The study of immunobiological activity of 
multipotent stromal cells (MSCs) is among the 
research priorities in science to increase the activity 
of immune system regeneration. This research 
prospects are evidenced by MSCs importance in 
immunopoiesis, maintenance of hematopoietic stem 
cells and their progeny in bone marrow and thymus, 
as well as more mature lymphocytes at the peri-
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та тимусі, а також більш зрілих лімфоцитів на 
периферії [6]. Результати багатьох досліджень 
свідчать про участь МСК у реалізації імуноло-
гічних реакцій [13, 16, 18]. 

На сьогодні клітинна трансплантація широко 
впроваджується у клінічну практику. Значною 
мірою цьому сприяють розроблені в Інституті 
проблем кріобіології і кріомедицині НАН Ук-
раїни (м. Харків) методи кріоконсервування 
стовбурових клітин, які дозволяють накопичу-
вати і зберігати матеріал без втрат життєздат-
ності й функціональної активності клітин [2, 5, 10]. 
Часто проводяться дослідження з МСК різ-
них тканин, хоча залежність властивостей МСК 
від їх походження не завжди з’ясована. Деякі 
розбіжності (часто протилежні) в оцінці імуно-
регенеративної та імунологічної активності МСК 
можуть бути обумовлені саме застосуванням 
МСК різного походження. Втім спроби порів-
няти властивості МСК із різних тканин у стан-
дартизованих експериментах у межах однієї ро-
боти зустрічаються нечасто. У більшості робіт 
дослідники зосереджують увагу на вивченні 
якоїсь однієї субпопуляції МСК. 

Відомо, що найбільш характерні для МСК 
властивості (проліферативна і колонієутворююча 
активність, лінійне диференціювання, а також 
здатність до контактної міжклітинної взаємодії) 
краще проявляються в культурі in vitro [14]. 
З урахуванням зазначених даних і їх актуальності 
для розвитку клітинної терапії та імунології у 
роботі досліджені МСК тимуса і шкірно-м’язові 
фетальні МСК мишей, функціональна актив-
ність яких спрямована на підтримку в організмі 
різних за гістогенезом клітин. Результати транс-
криптомного аналізу показали, що шкірно-м’я-
зові МСК експресують підвищену кількість генів, 
які підтримують епітеліальні клітини, сприяють 
їх адгезії до базальної мембрани та є відповідаль-
ними за мезенхімально-епітеліальні перехресні 
сигнали. Натомість МСК тимуса експресують ге-
ни, які відповідають за індукцію взаємодії з гема-
толімфоцитарними елементами і епітеліальними 
клітинами у мікрооточенні з високим ступенем 
апоптозу [19]. Таким чином, транскриптомний 
аналіз пояснює, чому МСК тимуса необхідні для 
тимусного органогенезу, підтримки тимоцитів 
і тимічного епітелію, а шкірно-м’язові МСК 
сприяють формуванню бар’єрних органів імунної 
системи. 

Мета роботи – порівняльна характеристика 
властивостей кріоконсервованих мультипотент-
них стромальних клитин тимуса дорослої тварини 
і фетальних шкірно-м’язових клітин у культурі 
in vitro.

phery [14]. The MSCs involvement in immune 
responses has been confi rmed by many researches [2, 
10, 12]. 

To date, the cell transplantation is widely en-
rolled into clinical practice. This have been 
greatly facilitated by the techniques for stem cell 
cryopreservation designed at the Institute for 
Problems of Cryobiology and Cryomedicine of the 
National Academy of Sciences of Ukraine (Khar-
kiv), enabling the material accumulation and storage 
with no loss of cell viability and functional activity 
[5, 8, 18]. 

The studies of MSCs, derived from diff erent 
tissues are frequent, although the dependence of 
MSCs features on their origin is not always eluci-
dated. Some results of MSCs immune-regenerative and 
immunological activity evaluation are often opposite,
 and may be due to the use of MSCs of diff erent origins. 
However, the attempts to compare the properties of 
MSCs derived from diff erent tissues during standar-
dized experiment performance within one research, 
are rare. In most researches, the scientists are focused 
on studying a single subpopulation of MSCs. 

The most specifi c properties of MSCs (prolifera-
tive and colony-forming activity, linear diff e-
rentiation, as well as the ability to a contact cell-to-
cell interaction) are known to be more pronounced 
in culture in vitro [3]. Taking into account these data 
and their relevance for cell therapy and immuno-
logy development, we have studied here the murine 
thymic MSCs and fetal skin-muscular ones, the 
functional activity of which maintain cells of diff e-
rent histogenesis in the body. The results of trans-
criptomic analysis showed the skin-muscular MSCs 
to express an increased number of genes, supporting 
epithelial cells, promoting their adhesion to basal 
membrane and to be responsible for mesenchymal-
epithelial cross-signals. Instead, the thymic MSCs 
express the genes responsible for induction of 
interaction with hematolymphoid elements and 
epithelial cells in microenvironment with a high-
level apoptosis [17]. Thus, the transcriptome analysis 
explains why the thymus-derived MSCs are necessary 
for thymic organogenesis, support of thymocytes and 
thymic epithelium, whereas the skin- and muscle-
derived MSCs ensure the formation of barrier organs 
of immune system. 

The purpose herein was to comparatively cha-
racterize the properties of cryopreserved thymic 
multipotent stromal cells and fetal skin- and muscle-
derived ones in culture in vitro.

Material and methods
The thymi of C57BL male mice of 6–8 weeks 

old, obtained from the breeding nursery of R.Ye. Ka-
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Матеріал та методи
Як джерело МСК тимуса використовували 

тимуси самців мишей лінії С57BL віком 6–8 тиж-
нів із розплідника Інституту експериментальної 
патології, онкології і радіобіології імені Р. Є. Ка-
вецького НАН України (м. Київ). Миші отриму-
вали збалансоване харчування та мали вільний 
доступ до води. Усі роботи з експерименталь-
ними тваринами виконувалися з дотриманням 
вимог статті 26 Закону України «Про захист тва-
рин від жорстокого поводження» (від 21.02.2006) 
та «Європейської конвенції про захист хребетних 
тварин, що використовуються для дослідних та 
інших наукових цілей» (Страсбург, 1986). Евта-
назію тварин здійснювали методом цервікальної 
дислокації під ефірним наркозом.

Фетальні шкірно-м’язові МСК ізолювали за ме-
тодом механічно-ферментативного дезагрегуван-
ня тканини 14-денних плодів мишей лінії С57BL 
[12]. Фрагменти шкірно-м’язової тканини пло-
дів подрібнювали та заливали 0,25%-м розчином 
трипсину, інкубували протягом 15 хв при 37°C та 
безперервному перемішуванні. Після відмивання 
клітини ресуспендували та переносили в куль-
туральні флакони. Первинні культури феталь-
них МСК культивували 10–14 діб. Через кожні 3–
4 доби половину середовища замінювали на сві-
же. Після досягнення конфлюентності проводили 
1-й пасаж (8 × 103/см2). Наступні 4 пасажі здій-
снювали через 4 доби з використанням для пе-
ресіву такої ж кількості клітин.

Культуру стромальних клітин тимуса отри-
мували методом експлантатів за стандартною 
методикою [20]. Тканину тимуса подрібнюва-
ли скальпелем на мікрофрагменти розміром 1–
2 мм3, 2–3 рази відмивали від тимоцитів розчи-
ном Хенкса та переносили в культуральні флакони. 
Прикріплені експлантати видаляли із культу-
ри механічним шляхом через 7–10 діб. Через 5–
7 діб з’являлися кластери і колонії фіброб-
ластоподібних клітин. Первинні культури МСК 
тимуса культивували 10–14 діб. Через кожні 3–
4 доби половину середовища замінювали на 
свіже. Під час формування численних фіброб-
ластних колоній проводили 1-й пасаж (8 × 103/см2). 
Наступні 4 пасажі здійснювали через 5 діб із ви-
користанням для пересіву такої ж кількості клі-
тин. 

Культивування проводили у поживному сере-
довищі DMEM/F12 («Sigma», США) у співвід-
ношенні 1:1 з додаванням 10%-ї ембріональної 
телячої сироватки («Sigma»), 10 мМ L-глютаміну 
(«Sigma»), 100 МО/мл пеніциліну та 100 мкг/мл 
стрептоміцину («Дарниця», Україна) в CO2-інку-
баторі («Jouan», Франція) за температури 37°C і 

vetsky Institute of Experimental Pathology, On-
cology and Radiobiology of NAS of Ukraine (Kyiv), 
were used as a source of thymic MSCs. Mice had 
a balanced diet and free access to water. All the 
manipulations with experimental animals were 
carried out in compliance with the requirements of 
the Article 26 of the Law of Ukraine ‘On Protection 
of Animals Against Cruelty’ (February 21, 2006) 
and ‘European Convention for the Protection of 
Vertebrate Animals Used for Experimental and Other 
Scientifi c Purposes’ (Strasbourg, 1986). Animals were 
sacrifi ced by cervical dislocation under ether anesthesia.

Fetal skin-muscular MSCs were isolated by me-
chanical and enzymatic tissue disaggregation of 
14-day-old C57BL murine fetuses [4]. Fragments 
of skin-muscular tissue were dissected and fi lled 
with 0.25% trypsin solution, incubated for 15 min 
at 37°C with continuous stirring. After washing, the 
cells were resuspended and transferred into culture 
vials. Primary cultures of fetal MSCs were cultured 
for 10–14 days. Every 3–4 days, half of the medium 
was replaced with fresh one. With achievement 
of confl uence, the 1st passage (8 × 103/cm2) was 
performed. The next 4 passages were done 4 days 
later using the same cell number for reseeding. 
The thymic stromal cell culture was obtained using 
the explant method according to the standard tech-
nique [19]. Thymus tissue was cut with a scalpel into 
1–2 mm3 microfragments, washed 2–3 times from 
thymocytes with Hanks’ solution and transferred 
into culture vials. Attached explants were mecha-
nically removed from the culture after 7–10 days. 
In 5–7 days, the clusters and colonies of fi bro-
blast-like cells appeared. Primary cultures of thymic 
MSCs were cultured for 10–14 days. Every 3–4 days, 
half of the medium was replaced with fresh one. 
The 1st passage (8 × 103 / cm2) was carried out 
when numerous fi broblast colonies were formed. 
The next 4 passages were done after 5 days using 
the same cell number for reseeding. 

Cells were cultured in 1:1 ratio in nutrient me-
dium DMEM / F12 (Sigma), supplemented with 10% 
fetal bovine serum (Sigma), 10 mm L-glutamine 
(Sigma) and 100 IU / ml penicillin and 100 μg/ml 
streptomycin (Darnytsia, Ukraine) in a CO2 incuba-
tor (Jouan, France) at 37°C and 5% CO2 atmosphere. 
Cells were subcultured in 1:3 ratio using a mixture 
of 0.05% trypsin (Biotestmed, Ukraine) and 0.02% 
EDTA (Sigma) solutions. 

Both cell types of 4 passages were accumula-
ted and stored by cryopreservation in three stages 
using the controlled rate freezer ‘KRYO 560-16’ 
(Planer, UK) and DMSO at 5% fi nal concentration. 
Afterwards, the vials with cells were immersed into 
liquid nitrogen [8]. 
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Immediately before use, the samples were tha-
wed at (40 ± 0.5)°C for 2.5 min up to the liquid 
phase appearance in a cryotube. After complete 
thawing, the cells were washed from cryoprotectant 
using centrifugation at 250g for 5 min, followed 
by resuspension in nutrient medium.

The number of population doublings was cal-
culated by the formula [15]:

                                               ,

where N0 and N are the initial and fi nal cell numbers.
Population doubling time was calculated by the 

formula [1]:

                                                   ,

where (t2–t1) is the time between passages, N0 and 
N are the initial and fi nal cell numbers. 

The colony formation was studied by inocu-
lating 2 × 102 cells per Petri dish (100 mm dia-
meter, Costar, USA) in a nutrient medium contai-
ning DMEM / F12, supplemented with 10% FBS, 
10 mM L-glutamine and 100 IU / ml penicillin 
and streptomycin. Cells were cultured in a CO2 
incubator at 37°C and 5% CO2 for 14 days. Further 
the colonies were stained with crystal violet and 
counted using an inverted microscope ‘Axiovert 40C’ 
(Zeiss, Germany) [4]. 

The cloning effi  ciency of MSCs was calculated 
by the formula [16].

Cloning effi  ciency = (number of colonies \ number 
of seeded cells) × 100%

Osteogenic or adipogenic diff erentiations were 
studied by the methods of C.A. Gregory et al. [7] 
and W.K. Kim et al. [11]. 

The membrane affi  nity of MSCs and lym-
phoid cells was assessed using the fi broblast-lym-
phocyte rosettes (FLR) formation by the following 
procedure. The microtube was fi lled with 1 × 104 
of frozen-thawed MSCs (in 0.1 ml), then supple-
mented either with 1 × 106 thymocytes or lymph 
node cells (in 0.1 ml). The stirred cell suspension 
was centrifuged at 250g for 5 min. The precipitate 
was immediately resuspended by pipetting in a 
0.1 ml volume. To stain MSCs, a drop of suspension 
was applied to the neutral red-covered glass slide. 
The suspension was then transferred into Goryaev’s 
counting chamber, where the FLR number was 
counted. A cell grouping, consisting of MSCs 
and three or more lymphocytes attached to it, was 
assumed as a rosette [15]. 

5%-й атмосфері CO2. Субкультивування клітин у 
співвідношенні 1:3 проводили з використанням 
суміші розчинів 0,05%-го трипсину («Біотестмед», 
Україна) та 0,02% ЕДТА («Sigma»). 

Клітини 4-х пасажів обох типів накопичу-
вали і зберігали кріоконсервуванням у три ета-
пи з використанням програмного заморожува-
ча «KRYO 560-16» («Planer», Велика Британія) і 
ДМСО в кінцевій концентрації 5%. Після цьо-
го пробірки з клітинами занурювали у рідкий 
азот [5]. 

Безпосередньо перед застосуванням зразки 
розморожували за температури (40 ± 0,5)°С про-
тягом 2,5 хв до появи в кріопробірці рідкої фази. 
Після повного розморожування клітини відмива-
ли від кріопротектора шляхом центрифугування 
при 250g протягом 5 хв із подальшим ресуспенду-
ванням у поживному середовищі.

Кількість подвоєнь популяцій підраховували 
за формулою [15]:

                                             ,

де N0 і N – початкова і кінцева кількість клітин.
Тривалість подвоєння популяції розраховували 

за формулою [1]:

                                                    ,
 

де (t2 – t1) – час між пасажами, N0 і N – початкова і 
кінцева кількість клітин.

Процес колонієутворення вивчали шляхом 
посіву 2 × 102 на чашку Петрі (діаметр 100 мм, 
«Costar», США) в поживному середовищі, яке 
містило DMEM/F12 з додаванням 10%-ї ЕТС, 
10 мМ L-глютаміну та по 100 МО/мл пеніци-
ліну та стрептоміцину. Клітини культивували в 
CO2-інкубаторі при 37°C і 5%-й атмосфері CO2 
протягом 14 діб. Надалі колонії забарвлювали 
кристалічним фіолетовим та підраховували за 
допомогою інвертованого мікроскопа «Axiovert
40C» («Zeiss», Німеччина) [12].

Ефективність клонування МСК розраховували 
за формулою [9]:

Ефективність клонування = (кількість колоній /
кількість посіяних клітин) × 100%.

Лінійне диференціювання за остеогенним або 
адипогенним напрямками вивчали за методика-
ми C. A. Gregory та співавт. [15] та W. K. Kim та 
співавт.[17].

Для визначення мембранної спорідненості 
МСК і лімфоїдних клітин використовували ре-
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акцію утворення фібробластолімфоцитарних ро-
зеток (ФЛР) за наступною процедурою. У мік-
ропробірку вносили 1 × 104 розморожених МСК 
(у 0,1 мл), додавали 1 × 106 тимоцитів або клітин 
лімфатичних вузлів (у 0,1 мл). Перемішану су-
спензію клітин центрифугували при 250g про-
тягом 5 хв. Осад негайно ресуспендували пі-
петуванням в об’ємі 0,1 мл. Для забарвлюван-
ня МСК краплю суспензії наносили на покрите 
нейтральним червоним предметне скло. Потім 
суспензію переносили в камеру Горяєва, у якій 
підраховували кількість ФЛР. За розетку вважа-
ли клітинне угруповання, яке складається з МСК 
і приєднаних до неї трьох і більше лімфоцитів [7]. 

Одержані результати опрацьовували з викорис-
танням програми «Statistica 8.0» («StatSoft», США). 
Для визначення відмінностей між досліджувани-
ми групами використовували непараметричний 
критерій Манна-Уїтні (U) [4]. Усі дані на діагра-
мах представлені як медіана, 25 та 75%-й процен-
тилі, мінімальне та максимальне значення [11]. 
Під час інтерпретації результатів критичною ве-
личиною рівня значущості вважали р < 0,05.

Результати та обговорення
Життєздатність фетальних МСК 4-го пасажу 

до кріоконсервування дорівнювала 83,4 (76,1–
93,4) %, а після – 85,8 (79,3–94,5) %, n = 6 (p > 0,05). 
Життєздатність МСК тимуса 4-го пасажу до 
кріоконсервування складала 82,9 (75,9–90,3) %, 
а після – 84,7 (77,5–92,3) %, n = 6 (p > 0,05). Це 
свідчить, що кріоконсервування практично не 
впливало на життєздатність обох типів МСК.

Як можна побачити з рис. 1, кінетика росту фе-
тальних МСК була активнішою, ніж МСК тимуса 
дорослих тварин. Кількість подвоєнь фетальних 
МСК була на 30% більшою, а тривалість подвоєнь 
у популяції цих клітин – на 46% меншою.

Фетальні МСК 4-го пасажу утворювали на 
39% більше фібробластних колоній, ніж МСК 
тимуса (рис. 2), що свідчить про їх більший кло-
ногенний потенціал.

Фетальні МСК і МСК тимуса, культивовані 
в остеогенному чи адипогенному середовищі, 
добре забарвлювалися алізариновим червоним 
і масляним червоним відповідно, на відміну від 
культивованих у звичайному поживному сере-
довищі клітин, що свідчить про ефективні про-
цеси остеогенного та адипогенного диферен-
ціювання (рис. 3). Фетальні МСК і МСК тимуса 
дорослої тварини диференціювалися за остео-
генним і адипогенним напрямками практично 
однаково ефективно. 

Для визначення мембранної спорідненості 
використовували реакцію утворення ФЛР. На 

Our fi ndings were processed using the Statistica 
8.0 software (StatSoft, USA). The nonparametric 
Mann-Whitney U test was used to determine the 
diff erences between the studied groups [9]. All the 
data in diagrams are presented as the median, the 25th 

and 75th percentiles, minimum and maximum value 
[20]. The p < 0.05 was considered as critical value 
of signifi cance level during results interpreting. 

Results and discussion
The viability of fetal MSCs of the 4th passage 

prior to and after cryopreservation was 83.4 (76.1–
93.4) and 85.8 (79.3–94.5)%, n = 6 (p > 0.05), res-
pectively. The viability of thymic MSCs of the 
4th passage prior to and after cryopreservation was 
82.9 (75.9–90.3) and 84.7 (77.5–92.3)%, n = 6 
(p > 0.05), respectively, thus suggesting the cryo-
preservation to have virtually no eff ect on the via-
bility of both types of MSCs. 

Рис. 1. Кількість (А) і тривалість (B) подвоєнь популя-
ції в культурах фетальних та тимусних МСК протягом 
1–4 пасажів. Різниця значуща по відношенню до фе-
тальних МСК (*), р ≤ 0,05.
Fig. 1. Number (А) and time (B) of population doublings 
in cultures of fetal and thymic MSCs for 1–4 pas-
sages. Diff erences are signifi cant if compared with fetal 
MSCs (*), р ≤ 0.05. 
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рис. 4 представлено ФЛР, утворені МСК тимуса 
та тимоцитами. 

Результати вивчення здатності фетальних МСК 
і МСК тимуса до кооперації з лімфоцитами пока-
зали, що МСК різного походження утворювали 
приблизно однакову кількість ФЛР (рис. 5). Фе-
тальні МСК і МСК тимуса проявляють більшу 
активність у взаємодії з тимоцитами порівня-
но з клітинами лімфатичних вузлів. У роботі 
А.М. Гольцева та співавт. [3] на моделі ревматоїд-
ного артриту продемонстровано здатність натив-
них і кріоконсервованих клітин ембріональної 
печінки до корекції механізмів розвитку ад’ю-
вантного артриту, залежних від кооперативних 
взаємодій в імунній системі. Ймовірно, активна 

The Fig. 1 shows the kinetics of growth to 
be signifi cantly more active in fetal MSCs vs. the 
adult thymus-derived ones. The number of popula-
tion doublings of fetal MSCs was 30% higher, but 
the population doubling time was 46% shorter in 
these cells. 

Fetal MSCs of the 4th passage formed 39% 
more fi broblast colonies than thymic ones (Fig. 2), 
thereby testifying to their higher clonogenic potential. 

Fetal and thymic MSCs cultured in either osteo-
genic or adipogenic medium were well stained with 
alizarin red and oil red, respectively, in contrast to 
cells cultured in normal nutrient medium, thus tes-
tifying to effi  cient osteogenic and adipogenic diff e-
rentiations (Fig. 3). Fetal MSCs and adult thymus-
derived ones were diff erentiated by osteogenic and 
adipogenic lineages with roughly the same eff ecti-
veness. 

The FLR formation was used to determine the 
membrane affi  nity. The Fig. 4 shows the FLR, for-
med by thymic MSCs and thymocytes.

The results of study of fetal and thymic MSCs 
ability to cooperate with lymphocytes showed the 
MSCs of diff erent origin to form FLR in appro-
ximately the same amount (Fig. 5). Fetal MSCs 
and thymic ones were more active in interaction 
with thymocytes, as compared with lymph node 
cells. A.M. Goltsev et al. [6] in the model of rheu-
matoid arthritis have demonstrated the ability of 
native and cryopreserved embryonic liver cells to 
correct the mechanisms of adjuvant arthritis deve-
lopment, dependent on cooperative interactions 
in the immune system. The active contact interac-
tion of MSCs, in particular fetal ones, with lym-
phocytes could probably be one of the impact 

Рис. 2. Ефективність клонування фетальних та тимус-
них МСК 4-го пасажу. Різниця значуща по відношенню 
до фетальних МСК (*), р ≤ 0,05.
Fig. 2. Cloning effi  ciency of fetal and thymic MSCs of the 4th 
passage. Diff erences are signifi cant if compared with fetal 
MSCs (*), p ≤ 0.05.
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Рис. 3. Диференціювання фетальних (A) і тимусних (B) МСК за остеогенним та адипогенним напрямками; ЗС – 
звичайне середовище, ДС – диференціювальне середовище. Різниця значуща по відношенню до звичайного 
середовища (* – р ≤ 0,05 для остеогенного диференціювання, # – р ≤ 0,05 для адипогенного диференціювання).
Fig. 3. Diff erentiation of fetal (A) and thymic (B) MSCs by osteogenic and adipogenic lineages. NM – normal me-
dium, DM – diff erentiation medium. Diff erences are signifi cant if compared with normal medium (* – р ≤ 0.05 for osteo-
genic diff erentiation, # – р ≤ 0.05 for adipogenic diff erentiation).
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контактна взаємодія МСК, зокрема фетальних, 
із лімфоцитами може бути одним із механіз-
мів впливу стромальних і лімфоїдних клітин на 
розвиток аутоімунних процесів.

Таким чином, дослідження дорослих (ти-
муса) і фетальних (шкірно-м’язові) МСК вияви-
ло, що в цілому обидва типи клітин мають подіб-
ні (однакову ефективність до лінійного дифе-
ренціювання, а також до контактної взаємодії 
з лімфоїдними клітинами) і відмінні (різну кіне-
тику росту in vitro і клоногенну активність) вла-
стивості.

Відомо, що у процесі ембріонального роз-
витку МСК генеруються мезенхімою, яка, у свою 
чергу, трансформується із мезодерми, і станов-
лять гомогенну популяцію. Осторонь знаходять-
ся МСК тимуса, які походять із нейрального гре-
бінця [21]. Далі ембріональні МСК розселяють-
ся у певні тканинні ніші, підпадають під вплив 
специфічних факторів і диференціюються від-
повідно до умов функціонування. Так, дослід-
ження декількох субпопуляцій МСК із різних фе-
тальних, перинатальних джерел і тканин дорос-
лих тварин показало значні відмінності між ними 
за потенціалом самооновлення, часом подвоєння 
популяцій і колонієформуючою активністю. 

Однак у літературних джерелах практично 
не представлені дані, які характеризували від-
повідну активність шкірно-м’язових МСК і МСК 
тимуса, за виключенням попередніх наших дос-
ліджень щодо властивостей МСК тимуса. Резуль-

mechanisms of stromal and lymphoid cells on auto-
immune processes development.

Thus, both cell types were found to show the 
similar features such as the same effi  ciency to linear 
diff erentiation, and to contact interaction with lym-
phoid cells and the distinct ones, namely diff erent 
in vitro growth kinetics and clonogenic activity. 

The MSCs are known to be generated by me-
senchyme during embryonic development, which, 
in turn, is transformed from mesoderm, and consti-
tute a homogeneous population. Aside are the thymic 
MSCs, which originate from the neural crest [21]. 
Subsequently, the embryonic MSCs are settled in 
certain tissue niches, being aff ected by specifi c 
factors and diff erentiated according to functioning 
conditions. For example, the study of several sub-
populations of MSCs derived from diff erent fetal, 
perinatal sources and tissues of adult animals 
showed signifi cant diff erences between them by 

Рис. 4. Фібробластолімфоцитарні розетки, утворені 
МСК тимуса і тимоцитами. Фазовий контраст.
Fig. 4. Fibroblast-lymphocyte rosettes formed by thymic 
MSCs and thymocytes. Phase contrast. 

Рис. 5. Кількість фібробластолімфоцитарних розеток, 
які утворені фетальними (A) і тимусними (B) МСК із ти-
моцитами (ТЦ) та клітинами лімфатичних вузлів (КЛВ). 
Різниця значуща по відношенню до тимоцитів (*), р ≤ 
0,05. 
Fig. 5. Number of fi broblast-lymphocyte rosettes formed 
by fetal (A) and thymic (B) MSCs with thymocytes (TCs) 
and lymph node cells (LNCs). Diff erences are signifi cant if 
compared with thymocytes (*), p ≤ 0.05.
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тати проведених досліджень показали здат-
ність кріоконсервованих клітин до збереження 
життєздатності й утворення ФЛР [8]. Нами було 
підтверджено наявні та отримано нові дані щодо 
фетально-м’язових МСК. Результати нашої ро-
боти подібні до даних, отриманих щодо МСК 
фетального походження у роботі C. Brown та 
співавт. [14]. У зв’язку з цим досліджені кліти-
ни є перспективними для подальшого вивчення і 
застосування у клітинній терапії.

Висновки
Кріоконсервування обох типів МСК за ме-

тодикою Інституту проблем кріобіології і кріоме-
дицини НАН України практично не впливає на 
життєздатність клітин. Фетальні МСК 4-го па-
сажу мають значно більшу (на 39%) клоногенну 
активність, ніж МСК дорослого тимуса.

Кінетика росту мишиних кріоконсервова-
них шкірно-м’язових фетальних МСК суттєво 
активніша, ніж у кріоконсервованих МСК до-
рослого тимуса. У фетальних МСК спостерігаєть-
ся більша середня кількість подвоєнь клітин за 
24 години на 30% і відповідно менша середня 
тривалість подвоєнь на 41%.

Фетальні МСК і МСК дорослого тимуса ма-
ють практично однакову високу активність у кон-
тактній взаємодії з тимоцитами, що проявляєть-
ся формуванням ФЛР. Клітини обох типів менш 
активні у формуванні ФЛР із клітинами лімфа-
тичних вузлів, що свідчить про більшу здатність 
вивчених МСК до контактної взаємодії з незрі-
лими лімфоцитами in vitro.

Отримані дані свідчать, що кріоконсерво-
вані фетальні МСК значно відрізняються від кріо-
консервованих МСК дорослого тимуса за кіне-
тикою росту, клоногенним потенціалом і мають 
практично однакову здатність до диференціюван-
ня за остео- і адипогенним напрямкам, а також 
до формування ФЛР із лімфоїдними клітинами.

potential for self-renewal, population doubling time 
and colony-forming activity.

Very few publications can be found, describing 
the corresponding activity of skin-muscular and thy-
mic MSCs, excepting our previous study of proper-
ties of thymic MSCs performed. These fi ndings 
showed the ability of cryopreserved cells for viabi-
lity preservation and FLR formation [13]. Here, 
we have confi rmed the available data on skin-
muscular MSCs and presented the new ones. Our 
fi ndings are consistent with those, obtained for 
MSCs of fetal origin reported by C. Brown et al. [3]. 
Therefore, the studied cells emerge to be promi-
sing for further study and application in cell therapy. 

Conclusions
Cryopreservation of both MSCs types using 

the technique designed at the Institute for Prob-
lems of Cryobiology and Cryomedicine of the 
NAS of Ukraine had virtually no eff ect on cell via-
bility. A clonogenic activity of fetal MSCs of the 
4th passage was signifi cantly higher (by 39%) vs. 
the adult thymus-derived ones. 

The growth kinetics of cryopreserved mu-
rine fetal skin- and muscle-derived MSCs was 
signifi cantly more active as compared with the cryo-
preserved adult thymus-derived ones. Fetal MSCs 
demonstrated a 30% higher average number of po-
pulation doublings within 24 hrs and a 41% shor-
ter average population doubling time. 

Fetal MSCs and adult thymus-derived ones 
had almost equal high activity in contact interac-
tion with thymocytes, manifested by FLR formation. 
Cells of both types were less active in FLR forma-
tion with lymph node cells, thus indicated a higher 
ability of the studied MSCs for contact interac-
tion with immature lymphocytes in vitro. 

Our fi ndings showed the cryopreserved fetal 
MSCs to signifi cantly diff er from the cryopreserved 
adult thymus-derived ones by growth kinetics, clono-
genic potential and to have almost the same ability 
to diff erentiate by osteo- and adipogenic lineages, as 
well as to form the FLR with lymphoid cells.

Література
1. Айзенштадт АА, Сказина МА, Котелевская ЕА, и др. Харак-

теристики мезенхимных стромальных клеток пупочного ка-
натика человека при длительном культивировании in vitro. 
Вестник Северо-Западного государственного медицинского 
университета им. И.И.Мечникова. 2018; 10(1): 11–9. 

2. Гольцев АН, Дубрава ТГ, Козлова ЮА, и др. Исследование 
терапевтического эффекта трансфузии криоконсервиро-
ванных стволовых кроветворных клеток из разных источни-
ков при лечении экспериментального адъювантного артри-
та. Трансплантологія. 2007; 9(1): 28–30.

References
1. Aizenshtadt AA, Skazina MA, Kotelevskaya EA, et al. Chara-

cterization of umbilical cord mesenchymal stromal cells during 
long-term expansion in vitro. Herald of North-Western State 
Medical University named after I.I. Mechnikov. 2018;10(1):11–
19. Russian.



257проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 31, №/issue 3, 2021

2. Bifari F, Lisi V, Mimiola E, et al. Immune modulation by mesen-
chymal stem cells. Transfus Med Hemother. 2008; 35(3): 194–204.

3. Brown C, McKee C, Bakshi S, et al. Mesenchymal stem cells: 
cell therapy and regeneration potential. J Tissue Eng Regen 
Med. 2019; 13(9): 1738–55.

4. Freshney RJ. Culture of animal cells. Moscow: Binom. Labo-
ratoriya Znanii; 2010. 691 p. Russian.

5. Goltsev AN, Dubrava TG, Kozlova YuA, et al. Investigation 
of the therapeutic eff ect of transfusion of cryopreserved 
hematopoietic stem cells from diff erent sources in the treatment 
of experimental adjuvant arthritis. Transplantology. 2007; 9 (1): 
28–30. Russian.

6. Goltsev AN, Rassokha IV, Lutsenko ED, et al. Intercellular 
interactions in immunocompetent sphere at rheumatoid arthritis 
following the application of hematopoietic embryonic liver cells. 
Problems of Cryobiology. 2003; (3): 45–53. 

7. Gregory CA, Gunn WG, Peister A, Prockop DJ. An Alizarin 
red-based assay of mineralization by adherent cells in culture: 
comparison with cetylpyridinium chloride extraction. Anal 
Biochem. 2004; 329(1): 77–84. 

8. Grishchenko VI, Lobyntseva GS, Votyakova IA, Shereshkov SI. 
Hematopoietic cells of the embryonic liver. Kyiv: Naukova 
dumka; 1988.

9. Grzhibovsky AM, Ivanov SV, Gorbatova MA. Analysis of 
quantitative data in two independent samples using Statistica 
and SPSS software: parametric and non-parametric tests. 
Science & Healthcare. 2016; (2): 5–28. Russian.

10. Jacobs SA, Roobrouck VD, Verfaillie CM, Van Gool SW. 
Immunological characteristics of human mesenchymal stem 
cells and multipotent adult progenitor cells. Immunol Cell Biol. 
2013; 91(1): 32–9.

11. Kim WK, Jung H, Kim DH, et al. Regulation of adipogenic 
diff erentiation by LAR tyrosine phosphatase in human 
mesenchymal stem cells and 3T3-L1 preadipocytes. J Cell Sci. 
2009; 122( 22): 4160–7.

12. Le Blanc K, Mougiakakos D. Multipotent mesenchymal stromal 
cells and the innate immune system. Nat Rev Immunol. 2012; 
12(5): 383–96.

13. Nikolska KI. Peculiarities of culture and in vitro contact inte-
raction of cryopreserved thymic multipotent stromal cells and 
hemopoietic cells. Probl Cryobiol Cryomed. 2018;28(1):5–13. 

14. Nikolskaya EI, Butenko GM. Structural-functional organisation 
of the bone marrow hematopoietic stem cells niches. Cell and 
Organ Transplantology 2016; 4(1): 82–100.

15. Nikolsky IS, Nikolskaya VV, Zubov DA. Fibroblast and masto-
lymphocytic rosettes. Russian Journal of Allergy. 2011; 1 (4): 
260–1. Russian.

16. Panchenko LM, Sych EE, Yatsenko AP. Effi  ciency of cloning 
of human bone marrow stromal stem cells in the presence of 
highly porous glass ceramics and its ex vivo solubility. Herald of 
Orthopaedics, Traumatology and Prosthetics. 2014; (4): 50–4. 

17. Patenaude J, Perreault C. Thymic mesenchymal cells have a 
distinct transcriptomic profi le. J Immunol. 2016; 196(11): 4760–
70.

18. Petrenko YA, Tarasov AI, Grischenko VI, Petrenko AY. 
Cryopreservation eff ect on immunologic activity and phenotypic 
composition of human embryonic liver lymphoid cells. Probl 
Cryobiol Cryomed. 2002; (4): 76–9. 

19. Prockop DJ, Phinney DG, Bunnell BA. Mesenchymal stem 
cells: methods and protocols. Totowa: Humana Press; 2008. 
192 p.

20. Rebrova OY. Statistical analysis of medical data: application of 
the Statistica software package. Moscow: Media Sfera; 2002. 
312 p. Russian.

21. Robey P. ‘Mesenchymal stem cells’: fact or fi ction, and impli-
cations in their therapeutic use. F1000Res. 2017; 20(6): F1000 
Faculty Rev–524. 

22. Wolfrom C, RaynaudN, Maigne J, et al. Periodic fl uctuations in 
proliferation of SV-40 transformed human skin fi broblast lines 
with prolonged lifespan. Cell Biol Toxicol. 1994; 10(4): 247–54.

3. Гольцев АН, Рассоха ИВ, Луценко ЕД, и др. Межклеточные 
взаимодействия в иммунокомпетентной сфере при ревма-
тоидном артрите после применения гемопоэтических кле-
ток эмбриональной печени. Проблемы криобиологии. 2003; 
(3): 45–53.

4. Гржибовский АМ, Иванов СВ, Горбатова МА. Сравнение 
количественных данных двух независимых выборок с ис-
пользованием программного обеспечения Statistica и SPSS: 
параметрические и непараметрические критерий. Наука и 
здравоохранение. 2016; (2): 5–28.

5. Грищенко ВИ, Лобынцева ГС, Вотякова ИА, Шерешков СИ. 
Гемопоэтические клетки эмбриональной печени . Киев: На-
укова думка; 1988. 192 c.

6. Никольская ЕИ, Бутенко ГМ. Структурно-функциональная 
организация костномозговых ниш гемопоэтических ство-
ловых клеток. Клітинна та органна трансплантологія. 2016; 
4(1): 82–100.

7. Никольский ИС, Никольская ВВ, Зубов ДА. Фибробласто- и 
масто-лимфоцитарные розетки. Российский аллергологи-
ческий журнал. 2011; 1(4): 260–1.

8. Нікольська КІ. Особливості культивування та контактної 
взаємодії in vitro кріоконсервованих мультипотентних стро-
мальних клітин тимуса з гемопоетичними клітинами. Про-
блеми кріобіології і кріомедицини. 2018; 28(1):5–13.

9. Панченко ЛМ, Сыч ЕЕ, Яценко АП. Эффективность кло-
нирования стволовых стромальных клеток костного мозга 
человека в присутствии высокопористой стеклокерамики и 
её растворимость ex vivo. Вісник ортопедії, травматології та 
протезування. 2014: (4): 50–4.

10. Петренко ЮА, Тарасов АИ, Грищенко ВИ, Петренко АЮ. Влия-
ние криоконсервирования на иммунологическую активность и 
фенотипический состав лимфоидных клеток эмбриональной 
печени человека. Проблемы криобиологии. 2002; (4): 76–9.

11. Реброва ОЮ. Статистический анализ медицинских данных: 
применение пакета прикладных программ STATISTICA. Мо-
сква: Медиа Сфера; 2002. 312 с.

12. Фрешни РЯ. Культура животных клеток: практическое руко-
водство. Москва: Бином. Лаборатория знаний; 2010. 691 с.

13. Bifari F, Lisi V, Mimiola E, et al. Immune modulation by mesen-
chymal stem cells. Transfus Med Hemother. 2008; 35(3): 194–204.

14. Brown C, McKee C, Bakshi S, et al. Mesenchymal stem cells: 
cell therapy and regeneration potential. J Tissue Eng Regen 
Med. 2019; 13(9): 1738–55.

15. Gregory CA, Gunn WG, Peister A, Prockop DJ. An alizarin 
red-based assay of mineralization by adherent cells in culture: 
comparison with cetylpyridinium chloride extraction. Anal 
Biochem. 2004; 329(1): 77–84. 

16. Jacobs SA, Roobrouck VD, Verfaillie CM, Van Gool SW. 
Immunological characteristics of human mesenchymal stem 
cells and multipotent adult progenitor cells. Immunol Cell Biol. 
2013; 91(1): 32–9.

17. Kim WK, Jung H, Kim DH, et al. Regulation of adipogenic 
diff erentiation by LAR tyrosine phosphatase in human 
mesenchymal stem cells and 3T3-L1 preadipocytes. J Cell Sci. 
2009; 122( 22): 4160–7.

18. Le Blanc K, Mougiakakos D. Multipotent mesenchymal stromal 
cells and the innate immune system. Nat Rev Immunol. 2012; 
12(5): 383–96.

19. Patenaude J, Perreault C. Thymic mesenchymal cells have a 
distinct transcriptomic profi le. J Immunol. 2016; 196(11): 4760–
70.

20. Prockop DJ, Phinney DG, Bunnell BA. Mesenchymal stem 
cells: methods and protocols. Totowa: Humana Press; 2008. 
192 p.

21. Robey P. ‘Mesenchymal stem cells’: fact or fi ction, and 
implications in their therapeutic use. F1000Res. 2017; 20(6): 
F1000 Faculty Rev-524. 

22. Wolfrom C, Raynaud N, Maigne J, et al. Periodic fl uctuations in 
proliferation of SV-40 transformed human skin fi broblast lines 
with prolonged lifespan. Cell Biol Toxicol. 1994; 10(4): 247–54.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (Uncoated FOGRA29 \050ISO 12647-2:2004\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 1200
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 1200
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages false
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /RUS <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


