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Одна из основных задач современной онколо-
гии – разработка методов ранней диагностики
развития патологического процесса [10]. К сожа-
лению, используемые такие диагностические
критерии их клинической манифестации, как
гистологические характеристики, гормональный
фон организма опухоленосителя [6] приемлемы
только при очевидном проявлении опухоли и не
применимы при раннем протекании онкологичес-
кого процесса.

В последние годы было установлено [8], что
развитие опухоли связано со стволовыми раковы-
ми клетками (СРК). Эти клетки представлены
CD44+CD24– клетками с гиперэкспрессией по
CD44 молекуле (CD44high). Выявление этих клеток
может иметь важное диагностическое значение, а
также помочь в выборе методов лечения онкопато-
логии [10]. Один из таких методов – введение в
организм опухоленосителя клеток фетальной пе-
чени (КФП) до клинической манифестации опухоли.
Предпосылкой этому является установленная
способность КФП синтезировать вещества с им-
муномодулирующей и противоопухолевой актив-
ностью [1, 3, 9]. Так как необходимо создать запа-
сы КФП, их применяют в основном после криокон-
сервирования, которое, как известно, может в раз-
личной степени модифицировать состояние КФП.
Поэтому большое значение при онкопатологии
имеет оценка терапевтического эффекта криокон-
сервированных КФП.

Цель данной работы – идентификация CD44+

CD24– и CD44high клеток в молочных железах
(МЖ) мышей линии С3Н с генетически детерми-
нированным развитием рака молочной железы,
которых не лечили или превентивно лечили крио-
консервированными КФП.

One of the main tasks of contemporary oncology
is development of the methods of early diagnosis of
pathological process development [10]. Unfortunately,
such diagnostic criteria of their clinical manifestation
as histological characteristics, hormonal background
of an organism of tumor-carrier are acceptable only
at evident manifestation of tumor and not applicable
at early course of oncological process.

Recently it has been found [8] that the development
of tumor is related to stem cancer cells (SCSs). These
cells are represented by CD44+CD24- cells with
hyperexpression on CD44 molecule (CD44high).
Revealing of these cells may be of important diagnostic
value, as well as be helpful during the choice of
treatment methods in oncopathology [10]. One of these
methods is introduction into tumor carrier organism
of fetal liver cells (FLCs) prior to clinical manifes-
tation of tumor. The precondition for this is the
established ability of FLCs to synthesize the substan-
ces with immune modulating and anti-tumor activity
[1, 3, 9]. For creation of the stocks the FLCs are mainly
applied after cryopreservation, which is known to
differently modify the FLCs state. Therefore the
estimation of therapeutic effect of cryopreserved FLCs
is of a great value at oncopathology.

The research aim is to identify the CD44+CD24-

and CD44high cells in mammary glands (MGs) of C3H
mice with genetically determined breast cancer, not
treated or preventively treated with FLCs.

Materials and methods
Research was carried out in 16 months’ С3Н and

СВА (control) female mice. С3Н mice of the control
group have been distributed into 3 groups: 1 – with
no visible manifestation of breast cancer; 2 – with one
tumor; 3 – with two and more tumors; 4 – after
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Материалы и методы
Исследование проводили на 16-месячных

мышах-самках линии С3Н и СВА (контроль).
Мыши С3Н были распределены на 6 групп: 1 –
без видимых проявлений рака молочной железы;
2  – с одной опухолью; 3 – с двумя и более опу-
холями; 4 – после введения клеток взрослой пече-
ни, взятой в качестве дополнительной контрольной
группы; 5 – превентивно лечили криоконсер-
вированными КФП; 6 – аналогично лечили натив-
ными КФП. КФП 15 суток гестации были полу-
чены у мышей линии C57Bl.

Клетки фетальной печени криоконсервировали
под защитой 10%-го ДМСО на установке ОП-06
ИПКиК НАНУ, используя режим замораживания
1°С/мин до –25°С с последующим погружением в
жидкий азот. Отогревали  на водяной бане при
40°С. Сохранность клеток определяли по методу
суправитального окрашивания трипановым синим
[2] и бромистым этидием [7].

Криоконсервированные или нативные КФП, а
также клетки взрослой печени (контроль) вводили
внутривенно в дозе 1×106 и 5×106 6-месячным
мышам линии С3Н, т. е. до проявления каких-либо
внешних признаков развития патологии. Мышей
умерщвляли путем дислокации шейных позвонков.
Эксперименты выполняли в соответствии с “Евро-
пейской конвенцией о защите позвоночных живот-
ных, используемых для экспериментальных и
других научных целей“(Страсбург, 1985).

Объектом исследования служили ткани молоч-
ных желез (МЖ) и, при наличии, опухоли, локали-
зованные в них. При определении содержания
CD44+CD24–, CD44+CD24+ и CD44high (СРК) клеток
в исследуемом материале на проточном цитометре
FACS Calibur (BD, США) использовали анти-
мышиные CD44 и CD24 МАТ (BD, PharminGen).
Для анализа полученных результатов применяли
программу WinMdi 2.8. Статистическую обработку
данных проводили по методу Стьюдента с приме-
нением компьютерной программы Exсel.

Результаты и обсуждение
Установлено, что у 16-месячных мышей линии

С3Н содержание СD44+CD24– и СРК в МЖ варьи-
ровало в зависимости от характера выраженности
опухолевого процесса. Так, даже у мышей без ви-
зуально видимой и пальпаторно не определяемой
опухоли (группа 1) отмечали достоверное увели-
чение по сравнению с контролем CD44+CD24–

клеток и появление СРК в МЖ (рис. 1).
Переход на следующую стадию развития

опухолевого процесса, отражением которого слу-
жила клиническая его манифестация в МЖ, приво-
дил к изменениям в содержании каждой из опреде-
ляемых субпопуляций клеток по сравнению с

introduced adult liver cells, use d as additional control
group; 5 – preventively treated with cryopreserved
FLCs, 6 – the same, treated with native FLCs. Fetal
liver cells of the 15th gestation day were obtained from
C57Bl mice.

The cells of fetal liver were cryopreserved under
protection of 10% DMSO using the device UOP-06
of the Experimental Production Unit of the IPC&C
with freezing regimen of 1°C/min down to –25°C with
following submerging into liquid nitrogen. They were
thawed on water bath at 40°C. The cell integrity was
found on the method of supravital staining with trypan
blue [2] and ethidium bromide [7].

Cryopreserved or native FLCs as well as adult liver
cells (control) were intravenously injected in a dose
of 1×106 and 5×106 to 6-months’ C3H mice, i.e. up to
the appearance of any external features of pathology
development. The mice were devitalized by means of
dislocation of cervical vertebrae. The experiments
were performed according to the “European Conven-
tion about protection of vertebrate animals used for
experimental and other scientific purposes“ (Stras-
bourg, 1985).

The research object were the tissues of mammary
glands (MGs) and those with tumors, if there are any.
When determining the content of CD44+CD24–,
CD44+CD24+ and CD44high (SCSs) in the studied
material with flow cytometer FACS caliber (BD, USA)
there were used anti-murine CD44 and CD24 MAB
(BD, PharminGen). For analysis of the obtained results
the WinMdi 2.8 software 2.8 was applied. The data
were statistically processed using Student method with
Excel software.

Results and discussion
It has been established that in 16 months’ C3H mice

the content of CD44+CD24– and SCSs in MGs varied
depending on the character of tumor process
manifestation. So, even in mice with no visual and
palpatory non-found tumor (Group 1) there was
revealed statistically significant rise if compared with
the control of CD44+CD24- cells and appearance of
SCSs in MGs (Fig. 1).

Transition to other development stage of tumor
process, which was reflected by its clinical manifes-
tation in MGs, resulted in the changes of the content
of each of the found cell sub-populations, if compared,
with the control indices. The character of these chan-
ges was much dependent on the number of developed
tumors in MGs.

During manifestation of one tumor (Group 2) the
number of SCSs and CD44+CD24– cells in MGs was
the same as in mice with no tumor. In the tumor itself
their content was significantly reduced (Fig. 1). The
cause of these changes may be modification of the
spectrum of growth factors, produced by appeared
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показателями контроля. Характер таких измене-
ний во многом зависел от количества развившихся
опухолей в МЖ.

При появлении одной опухоли (группа 2) коли-
чество СРК и СD44+CD24– клеток в МЖ было
таким же, как и у мышей без опухоли. В самой же
опухоли их содержание было существенно сниже-
но (рис. 1). Причиной этих изменений может быть
модификация спектра ростовых факторов, проду-
цируемых проявившейся опухолью. В основе
данного феномена может также лежать дифферен-
цировка СРК в более зрелые формы, что подтвер-
ждалось повышенным содержанием более зрелых
CD44+CD24+ клеток, или же миграция их в другие
органы. Последнее основывается на важной роли
CD44 молекул в обеспечении способности СРК к
диссеминации (адгезии), которая утрачивается при
экспрессии на их поверхности CD24 молекул [10].

При формировании нескольких опухолей (груп-
па 3) наблюдалось более чем 6–7-кратное увели-
чение в МЖ клеток CD44+CD24–, отмечалось
высокое содержание клеток с максимальным
уровнем экспрессии СD44high. В 3 раза по сравне-
нию с контролем повышалось и содержание
CD44+CD24+ клеток. Увеличение CD44+CD24–

клеток в опухолях было менее выраженным, а
клетки с маркером СD44high обнаруживались край-
не редко.

Учитывая важную патогенетическую роль в
развитии первично множественных опухолей в МЖ
эстрогенов яичников [5], можно предположить, что
столь высокий уровень СРК в МЖ мышей данной
группы является  следствием проявления, наряду
с действием вируса MMTV, трансформирующего
влияния эстрогенов.

После проведения превентивного лечения крио-
консервированными или нативными КФП развития
пальпируемых опухолей в области МЖ мышей,
выживших к 16 месяцам, не наблюдалось. Приме-
нение клеток взрослой печени (группа 4) не
оказывало достоверного влияния на частоту разви-
тия опухоли, как и на содержание CD44+ CD24–

клеток и СРК. Несмотря на то, что снижение
CD44+CD24– клеток в МЖ отмечали во всех груп-
пах животных, которых лечили КФП, макси-
мальное приближение данного показателя к конт-
рольным значениям было достигнуто при исполь-
зовании криоконсервированных КФП в дозе 5×106

(5 группа) и нативных – в дозе 1×106 (6 группа).
Клетки с фенотипом СD44high имели сходную
зависимость от вида и дозы вводимых клеток
(рис. 2).

Эффект снижения СРК в МЖ может быть свя-
зан с альфа-фетопротеином, который вырабаты-
вается введенными КФП. Было показано [12], что

tumor. In the base of this phenomenon may lay the
differentiation of SCSs into more mature forms, that
was confirmed with increased content of more mature
CD44+CD24- cells, or their migration into other organs,
the latter was based on an important role of CD44
molecules in providing the ability of SCSs to
dissemination (adhesion), which was lost during
expression on their surface of CD24 molecules [10].

During the formation of several tumors (Group 3)
there was observed more than 6-7 times rise of
CD44+CD24- cells in MGs, a high content of cells with
maximum level of CD44high expression was noted. In
3 times, if compared with the control the content of
CD44+CD24+ cells increased. The rise of CD44+CD24-

cells in tumors was less manifested and the cells with
CD44high markers was found very seldom.

Taking into account the pathogenetic role of ovarian
estrogens in development of primarily multiple tumors
in MGs [5], it may be supposed that quite a high level
of SCSs in MGs of mice of this group is the
consequence of manifestation along with the MMTV
virus influence transforming effect of estrogens.

After preventive treatment with cryopreserved or
native FLCs no development of palpated tumors in MGs
of mice survived to the 16 months was observed.
Application of adult liver cells (group 4) did not cause
the statistically significant effect on the frequency of
tumor development as well as the content of
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Рис. 1. Содержание CD44+CD24– ( ),  CD44+CD24+ ( ) и
CD44high (– – ) клеток в МЖ; О – опухоли у мышей линии
С3Н без лечения: 1 группа  – без визуального проявления
патологического процесса; 2 группа – с развитием еди-
ничной опухоли; 3 группа – с развитием нескольких
опухолей; за 100% приняты значения содержания
CD44+CD24-, CD44+ CD24+ клеток у мышей линии СВА.
Fig. 1. Content of CD44+CD24– cells ( ); CD44+CD24+ ( )
and CD44high (– – ) cells in MG; T – tumors in C3H mice
with no treatment; 1st group with no visual manifestation
of pathological process; 2nd group with development of
single tumors; 3rd group: with development of some tumors;
the values of content of CD44+CD24–, CD44+CD24+ cells in
CBA mice are assumed as 100%.
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CD44+CD24+ cells and SCSs. In spite of the fact, that
the reduction of CD44+CD24+ cells in MGs was found
in all groups of animals treated with FLCs, the
maximum approach of this index to the control values
was achieved when cryopreserved FLCs in a dose of
5×106 (5 group) and native ones in a dose of 1×106 (6
group) were used. The cells with phenotype CD44high

had similar dependence on the type and dose of the
cells to be introduced (Fig. 2).

The reduction effect of SCSs in MGs  may be related
to alpha-fetoprotein produced by injected FLCs. This
cytokine has been shown as having the property to
bind estrogens [12], thereby preventing their
transforming effect on MGs cells. Other property of
alpha-fetoprotein is its apoptosis-inducing effect [9].

It is known [3, 4] that FLCs possess immune
modulating properties capable of recovering the
function of immune system (IS) cells, being the part of
anti-tumor protection. In this connection on the
reduction of the SCS level one can judge in the
recovery rate of animal’s IS functional status. Among
the synthesized FLCs of biologically active substances
interferon should be emphasized [11], it does not only
realize the cascade of intercellular relationships,
providing IS with anti-tumour resistance, but also
provides anti-viral protection by means of decreasing
the extent of cell contamination with MMTV virus.

Different effect of native and cryopreserved FLCs
on SCS content is evidently stipulated by the fact that
cryopreservation contributes to modification of syn-
thetic activity of cells under freeze-thawing factors,
resulting in a reduction of the synthesis of ones and
strengthening of others cytokines, affecting their
therapeutic influence.

Conclusions
1. Performed studies enabled to establish that in

mice with no clinical manifestation of tumor the content
of CD44+CD24– cells MG is higher, than in the control,
CD44high appear.

2. Preventive therapy of FLCs prevented the
formation of palpated tumors on 16 months’ animals.

данный цитокин обладает свойством связывать
эстрогены, тем самым предотвращая трансфор-
мирующее их действие  на клетки МЖ. Другим
свойством альфа-фетопротеина является его
апоптоз индуцирующее действие [9].

Известно [3, 4], что КФП обладают иммуномо-
дулирующими свойствами, способными восста-
навливать функцию клеток иммунной системы
(ИС), участвуя в противоопухолевой защите. В
связи с этим по снижению уровня СРК можно
судить о степени восстановления функционального
статуса ИС животного. Среди синтезируемых
КФП биологически активных веществ следует
выделить интерферон [11], который не только
реализует каскад межклеточных взаимодействий,
наделяющих ИС противоопухолевой резистент-
ностью, но и обеспечивает противовирусную
защиту, снижая степень заражения клеток вирусом
MMTV.

Разное влияние нативных и криоконсервиро-
ванных КФП на содержание СРК, очевидно, обус-
ловлено тем, что криоконсервирование способ-
ствует модификации синтетической активности
клеток под действием факторов замораживания-
отогрева, которое приводит к снижению синтеза
одних и усилению других цитокинов, что влияет
на их терапевтический эффект.

Выводы
1. Проведенные исследования позволили уста-

новить, что у мышей без клинической мани-
фестации опухоли содержание CD44+CD24– клеток
в МЖ выше, чем в контроле, появляются клетки
СD44high.

2. Превентивная терапия КФП предотвращала
формирование пальпируемых опухолей у 16-
месячных животных.

3. Исследования терапевтического действия
КФП показали, что предварительно введенные
криоконсервированные КФП в дозе 5×106 и натив-
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Рис. 2. Содержание CD44+CD24– ( ),  CD44+CD24+ ( ) и
CD44high (– – ) клеток в МЖ мышей линии С3Н после
лечения КФП: 4 группа – с введением клеток взрослой
печени; 5 группа – с введением криокосервированных
КФП; 6 группа – с введением нативных КФП; за 100%
приняты значения содержания CD44+CD24–, CD44+CD24+

клеток у мышей линии СВА; (1×106) – доза введенного
биоматериала.
Fig. 2. Content of CD44+CD24– cells ( ); CD44+CD24+ ( )
and CD44high (– – ) cells in MG: T – tumors in C3H mice
after treatment with FLCs; 4 group with introduction of adult
liver cells; 5 group with cryopreserved FLCs; 6 group with
native FLCs; the values of content of CD44+CD24–,
CD44+CD24+ cells in CBA mice are assumed as 100%;
(1×106) – dose of introduced biomaterial.
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 3. Examining of therapeutic effect of FLCs have
shown that preliminary introduced cryopreserved FLCs
in a dose of 5×106 and native ones in a dose of 1×106

in a greater extent than the rest types of FLCs change
the content of SCCs in MG, approaching them to the
control.

ные в дозе 1×106 в большей степени, чем осталь-
ные разновидности КФП, изменяют содержание
СРК в МЖ, приближая к контрольным значениям.
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