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Відомо, що за умов кріоконсервування клітин 
і тканин, які застосовуються в терапевтичних 
цілях, змінюються структурні характеристики 
і функціональний потенціал, а це може вплива-
ти на ефективність їхнього застосування [2, 5]. 
Не є винятком і дендритні клітини (ДК), які 
останнім часом все частіше використовуються 
як коректори стану імунної системи при різ-
них патологіях [6]. Враховуючи високу кріочут-
ливість ДК, запропоновані методичні підходи їх 
отримання з кріоконсервованих попередників — 
мононуклеарів (МНК) кісткового мозку [7]. Од-
нак у цьому випадку умови кріоконсервування 
МНК відбиваються на характері зміни рецеп-
торного репертуару, цитокінпродукуючої актив-
ності ДК, отриманих in vitro з МНК. Особлива 
увага в зміні функціонального стану таких ДК 
звертається на здатність продукції білків теп-
лового шоку (БТШ), зокрема сімейства Hsp70 
[3, 8]. Білкам Hsp70 відводиться роль «імуно-
тропних» сполук, які активують протизапаль-
ний каскад імунної відповіді [3]. S. Tukai було 
доведено [8], що здатність Hsp70 реалізувати 
імуносупресивну активність з’являється вже на 
рівні попередників незрілих ДК у кістковому 
мозку і зберігається при подальшому формуван-
ні з них ДК з толерогенною функцією (толДК). 

During cryopreservation of cells and tissues 
used for therapeutic purposes, the structural 
characteristics and functional potential are known 
to change, that can aff ect the eff ectiveness of 
their application [3, 5]. Dendritic cells (DCs), 
which have recently been increasingly used as 
immune system correctors in various pathologies 
[6], are no exception. Taking into account the 
high cryosensitivity of DCs, methodical approaches 
for obtaining them from cryopreserved precur-
sors, i. e. bone marrow mononuclear cells (MNCs) 
have been proposed [7]. However, in this case, 
the conditions of cryopreservation of MNCs are 
refl ected in the nature of changes of the receptor 
repertoire, cytokine-producing activity of DCs 
obtained in vitro from MNCs. Special attention in 
changing the functional state of such DCs is paid 
to the ability to produce the heat shock proteins 
(HSP), in particular the Hsp70 family [1, 8]. 
Hsp70 proteins are assigned the role of ‘immu-
notropic’ compounds that activate the anti-infl am-
matory cascade of the immune response [1]. S. Tukai 
proved [8] that the ability of Hsp70 to implement 
immune suppressive activity appeared already at 
the level of precursors of immature DCs in the bone 
marrow and was kept during the subsequent forma-
tion of DCs with tolerogenic function (tolDCs). It 
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Саме Hsp70 стимулює синтез протизапального 
цитокіну ІЛ-10 з подальшим формуванням під 
його впливом Т-регуляторих клітин (Трег). Такі 
якісні ознаки толДК повинні враховуватися при 
використанні в програмах терапії аутоімунних 
захворювань (АІЗ). Крім того, клінічна практика 
передбачає кріоконсервування попередників ДК 
для подальшого отримання з них in vitro толДК 
при лікуванні АІЗ. 

Мета дослідження — вивчення особливос-
тей впливу різних умов кріоконсервування на 
здатність напрацювання внутрішньоклітинних 
Hsp70 у мононуклеарах кісткового мозку тварин 
та отриманих із них in vitro дендритних клітинах 
з оцінкою толерогенного потенціалу на моделі 
ад’ювантного артриту. 

Експерименти виконували на мишах лінії 
СВА/Н. Усі маніпуляції з тваринами затверджені 
Комітетом з біоетики Інституту проблем кріобіо-
логії і кріомедицини НАН України (Протокол 
№ 5 від 26.11.2019) і відповідають основним 
положенням «Європейської конвенції про за-
хист хребетних тварин, які використовуються 
для експериментальних і інших наукових цілей» 
(Страсбург, 1986) та Закону України «Про захист 
тварин від жорстокого поводження».

Виділення МНК з кісткового мозку здійс-
нювали центрифугуванням суспензії клітин 
у градієнті щільності препарату «Тразог-
раф» (Юнік Фармасьютикал Лабораторіз, Ін-
дія) [1]. 

Кріоконсервування МНК проводили за дво-
ма режимами (Р) під захистом 10% ДМСО з 
повільною швидкістю охолодження 1 град/хв: до 
–80ºС (Р1); до –40ºС (Р2) з наступним занурен-
ням зразків у кожному випадку у рідкий азот 
(–196ºС).

Толерогенні ДК отримували з МНК, які куль-
тивували впродовж 7 діб у середовищі RPMI-
1640 (Biowest, Франція) з додаванням мишачих 
рекомбінантних GM-CSF, IЛ-4 та дексаметазону 
(Sigma-Aldrich, Велика Британія) [4].  

Належність ДК, отриманих in vitro з попе-
редників кісткового мозку, до толерогенних була 
підтверджена за експресією характерних фе-
нотипових маркерів на проточному цитофлуори-
метрі «FACS Calibur» (Becton Dickinson, США) 
з використанням моноклональних антимиша-
чих антитіл: CD11b (FITC), CD14 (FITC), 
CD83 (PE), CD80 (FITC) і CD86 (FITC) (BD 
Biosciences, США) [1]. Вміст БТШ визначали 
цитофлуориметричним методом за допомогою 
FITC-мічених моноклональних антимишачих 
антитіл hsp70 (Abcam, США).

is the Hsp70 that stimulates the synthesis of the 
anti-infl ammatory cytokine IL-10, followed by 
the formation of T-regulatory cells (Treg) under 
its infl uence. Such qualitative features of tolDCs 
should be taken into account when used in the 
protocols for the therapy of autoimmune diseases 
(AIDs). In addition, clinical practice involves 
the cryopreservation of DCs precursors for further 
tolDC obtaining from them in vitro in to treat the 
AIDs.

The purpose of this research was to study 
the specifi cs impact of various cryopreservation 
conditions on the ability to develop intracel-
lular Hsp70 in animal bone marrow mononu-
clear cells and dendritic cells obtained from them 
in vitro, with an assessment of tolerogenic potential 
in the model of adjuvant arthritis.

The experiments were performed in CBA/H 
mice. All manipulations with animals were approved 
by the Bioethics Committee of the Institute for 
Problems of Cryobiology and Cryomedicine of 
the National Academy of Sciences of Ukraine 
(Protocol No. 5 dated of November 26th, 2019) 
and complied with the main provisions of the 
‘European Convention for the Protection of Verte-
brate Animals Used for Experimental and Other 
Scientifi c Purposes’ (Strasbourg, 1986) and the 
Law of Ukraine ‘On the Protection of Animals 
Against Cruelty’.

MNCs from the bone marrow were isolated 
by centrifugation of the cell suspension in the 
density gradient of the drug ‘Trazograph’ (Unique 
Pharmaceutical Laboratories, India) [2].

MNCs were cryopreserved by two regimens (R) 
under the protection of 10% DMSO with a slow 
cooling rate of 1 deg/min: to –80ºС (R1); to –40ºС 
(R2) followed by immersion of the samples in 
each case in liquid nitrogen (–196ºС).

Tolerogenic DCs were obtained from MNCs, 
which were cultured for 7 days in RPMI-1640 
medium (Biowest, France) with the addition of 
murine recombinant GM-CSF, IL-4 and dexa-
methasone (Sigma-Aldrich, Great Britain) [4].

DCs obtained in vitro from bone marrow 
progenitors were confi rmed as tolerogenic by the 
expression of characteristic phenotypic markers with 
the FACS Calibur fl ow cytometer (Becton Dickinson, 
USA) using monoclonal anti-mouse antibodies: 
CD11b (FITC), CD14 (FITC), CD83 (PE), CD80 
(FITC) and CD86 (FITC) (BD Biosciences, USA) 
[1]. The content of BTSH was determined by 
the fl ow cytometry using FITC-labeled mono-
clonal anti-mouse hsp70 antibodies (Abcam, 
USA).



Ад’ювантний артрит (АА) індукували у ми-
шей лінії СВА/Н субплантарним введенням 
повного ад’юванта Фрейнда (ПАФ) [1]. Денд-
ритні клітини, вирощені in vitro з нативних 
або кріоконсервованих МНК, вводили твари-
нам з АА внутрішньовенно у дозі 5 × 105 кл/
на мишу на 14-у добу розвитку АА. Через 7 діб 
після введення різного виду ДК у сироватці 
крові мишей з АА визначали вміст прозапаль-
них (ФНП-α, ІЛ-6) і протизапальних (ІЛ-4, 
ІЛ-10) цитокінів за допомогою набору «Cyto-
metric Bead Array Th1/Th2/Th17 (mouse) Kit IL-
10 set s» (BD Biosciences) згідно з інструкцією 
виробника. 

Статистичну обробку даних проводили за 
допомогою пакета програм «Statistica 10.0» 
(StatSoft, Inc., США). Результати було представ-
лено як медіани з нижнім і верхнім кварти-
лями (Me [LQ; UQ]) відповідно до Міжнарод-
ної системи одиниць, рекомендованих для 
використання в клінічній та лабораторній прак-
тиці. Критерій Крускала-Уолліса застосовувся 
для багаторазового порівняння незалежних зраз-
ків при р < 0,05. Групи (n = 5 у кожній) попар-
но порівнювали за допомогою непараметрич-
ного критерію Манна-Уїтні з поправкою Бон-
ферроні (відмінності вважалися значущими при 
р < 0,01).

Результати оцінки кількості і життєздат-
ності МНК одразу після разморожування й 
відмивання від кріопротектора свідчать про пе-
ревагу Р2 (КріоР2МНК) у порівнянні з Р1 (Кріо
Р1МНК) (таблиця): скорочення часу дії по-
вільної температури охолодження до –40ºС 
(Р2) сприяло підвищенню вказаних показни-
ків. 

На рис. 1, А представлені результати атеста-
ції вмісту hsp70+-клітин у нативних (НатМНК) 
і відразу після разморожування й відмивання 
від ДМСО кріоконсервованих МНК. Як вид-
но, в КріоР2МНК вміст hsp70+-клітин, був 
більше за КріоР1МНК у порівнянні з НатМНК 
(у 3,4 і 2,2 рази відповідно). Цей факт орієнтує 
на більш активне формування з КріоМНК незрі-
лих ДК з толерогенним потенціалом. У той са-
мий час дані, подані на рис. 1, В, свідчать, що 
в ДК (КріоР1ДК) із КріоР1МНК концентрація 
hsp70+-клітин не перевищувала цей показник 
в ДК (НатДК) із НатМНК. Слід зазначити, що 
серед КріоР2ДК вміст hsp70+-клітин був вище 
у порівнянні з НатДК і КріоР1ДК майже в 
2 рази. Отже, умови кріоконсервування МНК 
відіграють ключову роль у формуванні з них 
толДК, і в нашому випадку Р2 мав суттєві переваги.

Adjuvant arthritis (AA) was induced in CBA/H 
mice by subplantar administration of complete 
Freund’s adjuvant (CFA) [2]. Dendritic cells grown 
in vitro from either native or cryopreserved MNCs 
were injected intravenously to the animals with AA 
at a dose of 5 × 105 cells/mouse on day 14 of AA 
development. Seven days after the introduction of 
diff erent types of DC in the blood serum of mice with 
AA, the content of pro-infl ammatory (TNF-α, IL-6) 
and anti-infl ammatory (IL-4, IL-10) cytokines was 
determined using the Cytometric Bead Array Th1/
Th2/Th17 kit (mouse) Kit IL-10 set (BD Biosciences) 
according to the manufacturer’s instructions.

The data were statistically processed using 
the Statistica 10.0 software (StatSoft, Inc., USA). 

Рис. 1. Вміст hsp70+-клітин у НатМНК і КріоМНК одразу 
після розморожування (А) та в ДК, отриманих з них після 
7 діб культивування з індукторами ДК (В); * — показники 
значущі відносно НатМНК; # — показники значущі від-
носно КріоР1МНК (р < 0,01 за U-критерієм Манна-Уїтні з 
урахуванням поправки Бонферроні). 

Fig. 1.  Content of hsp70+ cells in NatMNCs and CryoMNCs 
immediately after warming (A) and in DCs obtained from 
them after 7 days of cultivation with DC inducers (B); * — 
the indices are signifi cant in respect of the NatMNCs; # — 
indices are signifi cant in respect of o CryoR1MNCs (p < 
0.01 according to the Mann-Whitney U-test with Bonferroni 
correction).

A

B
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Білкам Hsp70 відводиться роль активаторів 
протизапального процесу. Припускають, що 
механізми їх імуносупресивної дії реалізують-
ся шляхом модуляції фенотипу і функції міє-
лоїдних клітин-супресорів, моноцитів і ДК до 
толерогенного, включаючи продукцію ними 
ІЛ-10 [3, 8].

Слід зазначити, що всі види ДК (НатДК, 
КріоР1ДК і КріоР2ДК) в більшому ступені сти-
мулювали продукцію протизапальних цито-

Results were presented as medians with 
lower and upper quartiles (Me [LQ; UQ]) 
according to the International System of Units 
recommended for use in clinical and labo-
ratory practice. The Kruskal-Wallis test was 
used for multiple comparison of independent 
samples at р < 0.05. Groups (n = 5 each) were 
compared pairwise using the non-parametric 
Mann-Whitney test with Bonferroni correc-
tion (diff erences were considered signifi cant 
at р < 0.01).

The results of evaluating the number and 
viability of MNCs immediately after thawing 
and washing from the cryoprotectant indicate 
the superiority of R2 (CryoR2MNCs) compa-
red to R1 (CryoR1MNCs) (Table): reducing 
the time of the slow cooling temperature to 
–40ºС (R2) contributed to the increase of the 
indicated indices.

Fig. 1A presents the results of the attesta-
tion of the content of hsp70+ cells in native 

Кількість і життєздатність кріоконсервованих за різними 
режимами МНК, Ме [LQ; UQ]

The number and viability of MNCs cryopreserved under 
diff erent regimens, Me [LQ; UQ]

Групи МНК 
Groups of MNCs

Показники 
Indices

Кількість, ×107 
Amount, ×107 

Життєздатність,% 
Viability,%  

НатМНК (контроль) 
Nat MNCs (control) 0,96 [0,94; 1,10] 97,0 [96,0; 97,0]

КріоР1МНК 
CryoR1MNCs 0,73 [0,71; 0,75]* 78,0 [77,0; 79,0]*

КріоР2МНК 
CryoR2MNCs 0,85 [0,84; 0,94]# 88,0 [85,0; 91,0]#

Примітки:  * — показники значущі відносно НатМНК; # — 
показники значущі відносно КріоР1МНК (р < 0,01 за U-кри-
терієм Манна-Уїтні з урахуванням поправки Бонферроні).  

Notes: * – indices are signifi cant in respect of NatMNCs; 

# – indices are signifi cant in respect of CryoR1MNCs (p < 
0.01 according to the Mann-Whitney U-test with Bonferroni 
correction).

(NatMNCs) and immediately after thawing and 
washing from DMSO cryopreserved MNCs. As 
can be seen, the content of hsp70+ cells in 
CryoR2MNCs was higher than in CryoR1MNCs 
compared to NatMNCs (by 3.4 and 2.2 times, 
respectively). This fact points to a more active 
formation of immature DCs with tolerogenic po-
tential from CryoMNCs. At the same time, the data 
presented in Fig. 1B, show that in DCs (CryoR1DCs) 
with CryoR1MNCs, the concentration of hsp70+ 
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кінів (рис. 2, В), ніж гальмували продукцію 
прозапальних цитокінів (рис. 2, А). При цьому 
КріоР2ДК мали перевагу над КріоР1ДК і НатДК 
у «гармонізації» співвідношення різних видів 
про- і протизапальних цитокінів, тобто наб-
лиженого до показників інтактного контролю.

Таким чином, результати наших досліджень 
демонструють здатність Hsp70 підвищувати 
толерогенну активність ДК, отриманих із кріо-
консервованих попередників кісткового мозку. 
Встановлено переваги КріоДК, особливо Кріо
Р2ДК, в порівнянні з НатДК за стимулюванням 
продукції протизапальних цитокінів у тварин 
з АА. 

cells did not exceed this index in DCs (NatDCs) 
with NatMNCs. It should be noted that the content 
of hsp70+ cells among CryoR2DCs was almost 2 
times higher compared to NatDCs and CryoR1DCs. 
That is, the conditions of cryopreservation of MNCs 
play a key role in the formation of tolDCSs from 
them, and in our case R2 had signifi cant advantages.

Hsp70 proteins are assigned the role of activators 
of the anti-infl ammatory process. It is assumed that 
the mechanisms of their immune suppressive action 
are implemented by modulating the phenotype 
and function of myeloid suppressor cells, mono-
cytes and DCs to tolerogenic ones, including their 
production of IL-10 [1, 8].

It should be noted that all types of DCs (NatDCs, 
CryoR1DCs and CryoR2DCs) to a greater extent 
stimulated the production of anti-infl ammatory 
cytokines (Fig. 2B) than inhibited the production 
of pro-infl ammatory ones (Fig. 2A). At the same 
time, CryoR2DCs had an advantage over CryoR1DCs 
and NatDCs in ‘harmonizing’ the ratio of various 
types of pro- and anti-infl ammatory cytokines, that 
is, close to the intact control indices.

Thus, the results of our studies demonstrate the 
ability of Hsp70 to increase the tolerogenic activity 
of DCs derived from cryopreserved bone marrow 
progenitors. The advantages of CryoDCs, especially 
CryoR2DCs, compared to NatDCs in stimulating 
the production of anti-infl ammatory cytokines in 
animals with AA have been established.



02]; 67:104918. Available from: https://www.sciencedirect.com/
science/article/abs/pii/S0887233320304689 

6. Sesti-Costa R, Mendes de Moraes-Vieira PM, Cervantes-
Barragan L. Dendritic cells: immune response in infectious 
diseases and autoimmunity. Mediators Infl amm. [Internet].  
2020 March 20 [cited 2022 Sept 02]; 2020: 2948525. Available 
from: https://www.hindawi.com/journals/mi/2020/2948525/ 

7. Silveira GF, Wowk PF, Machado AMB, et al. Immature dendritic 
cells generated from cryopreserved human monocytes show 
impaired ability to respond to LPS and to induce allogeneic 
lymphocyte proliferation. PLoS One. [Internet]. 2013 Jul 
31. [cited 2023 March 02]; 8(7):e71291. Available from: 
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.
pone.0071291  

8.Tukai S. Heat shock protein 70 as a double agent acting inside 
and outside the cell: Insights into Autoimmunity. Int J Mol Sci. 
[Internet].  Jul 26 [cited 2023 March 02]; 2020; 21(15):5298.  
Available from: https://www.mdpi.com/1422-0067/21/15/5298.

[Internet].  Jul 26 [cited 2023 March 02]; 2020; 21(15):5298.  
Available from: https://www.mdpi.com/1422-0067/21/15/
5298.

149проблеми  і 
problems of  and 


