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Резюме. Известно, что иммунную толерантность при беременности обеспечивают белки, ассоци-
ированные с беременностью. Одним из них является трофобластический β1-гликопротеин (ТБГ), 
который обладает выраженным иммуномодулирующим эффектом. В первичной структуре ТБГ вы-
явлены тетрапептидные фрагменты (YECE, YQCE, YVCS и YACS), которые обладают иммуно-
фармакологическим потенциалом. Целью исследования является оценка перспектив применения 
пептидных фрагментов ТБГ для модуляции трансплантационного иммунитета. Целью исследова-
ния явилось изучение влияния коротких пептидных фрагментов ТБГ на морфологическое и имму-
ногистохимическое состояние селезенки и её компартментов при аллогенной трансплантации су-
спензии клеток красного костного мозга в эксперименте in vivo на крысах линии Wistar. Показано, 
что внутрибрюшинное введение клеток костного мозга в динамике эксперимента (35 сут) вызвало 
гиперплазию селезенки с накоплением клеток лимфоидного ряда и макрофагов в функциональных 
зонах органа. Введение коротких пептидных фрагментов ТБГ на фоне аллогенной трансплантации 
клеток костного мозга, способствует активации клеток иммунной системы в селезенке, в направ-
лении их пролиферации (Ki-67) и дифференцировки, при этом снижая содержание макрофагов 
(CD68). Таким образом, короткие пептидные фрагменты ТБГ стабилизируют пролиферативные 
процессы и способствуют развитию адаптационно-приспособительных реакций в ответ на алло-
генный трансплантат.
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ляется реакция хозяин против трансплантата (РХПТ) [4, 10]. В то же время, трансплантат может 
вызвать выраженный побочный токсический эффект, приводящий к высокой заболеваемости и 
смертности. В развитии РХПТ участвуют все компоненты иммунной системы, однако известно, 
что именно селезенка играет ключевую роль в реализации иммунной защиты [3]. Учитывая, что 
факторами, индуцирующими толерантность, являются белки, ассоциированные с беременностью 
[9], то было предложено решить проблему РХПТ с помощью трофобластического β1-гликопротеина 
(ТБГ). Иммуномодулирующие эффекты ТБГ хорошо известны и затрагивают те аспекты иммун-
ной системы, которые отвечают за толерантность к аллоантигенам [6]. Потенциал ТБГ позволяет 
рассматривать его как один из ключевых факторов, формирующих иммунную толерантность ор-
ганизма матери к развивающемуся эмбриону [1]. Однако, практическое применение ТБГ как в на-
тивной, так и в рекомбинантной форме связано с массой сложностей этического и экономического 
характера. Именно поэтому в работе мы используем пептидные фрагменты данного белка (YECE, 
YQCE, YVCS и YACS), конкретный выбор которых обоснован нами ранее [2].

Известно, что макрофаги играют двойную роль в иммунном ответе на аллотрансплантат, вызывая 
воспалительный эффект, либо индуцируя толерогенную среду [7]. Одним из предполагаемых меха-
низмов, с помощью которых макрофаги опосредуют отторжение трансплантата, является выработ-
ка оксида азота, способствующего цитотоксичности эндотелиальных клеток, степень инфильтра-
ции макрофагов коррелирует с увеличением частоты отторжения аллотрансплантата. Накопление 
макрофагов является признаком отторжения аллотрансплантата [8]. В этой связи, изучение реак-
тивности компонентов функциональных систем организма позволяет оценить общий эффект от 
применения пептидов ТБГ на органы иммунной системы, в частности, на селезенку.

Таким образом, целью исследования явилось изучение влияния коротких пептидных фрагментов 
ТБГ (YECE, YQCE, YVCS и YACS) на морфологическое и иммуногистохимическое состояние се-
лезенки и её компартментов при аллогенной трансплантации суспензии клеток красного костного 
мозга в эксперименте in vivo на крысах линии Wistar.

Материалы и методы
В эксперименте были задействованы белые крысы самцы линии Wistar (n=60) в возрасте от 2–3  

месяцев (m≈250 г). Животные содержались в условиях вивария ПГНИУ в соответствии с ГОСТ 
33216-2014 «Правила работы с лабораторными грызунами и кроликами». Выведение животных 
из эксперимента проводилось на 35 сутки путем декапитации в соответствии с международными 
правилами проведения работ с экспериментальными животными. Выведение животных из экспе-
римента проводили на 3, 7, 14, 21 и 35 сутки. 

В работе применяли пептиды ТБГ (YACS, YQCE, YVCS, YECE), синтезированные на заказ ООО 
«Рашн пептайд» (Россия), которые объединяли по 12,5 мкг каждого пептида, и вводили по 50 мкг 
смеси в 100 мкл апирогенного физиологического раствора на 1, 3, 6, 9 и 12 сутки эксперимента. Та-
ким образом, в исследовании применяли коктейль пептидов YACS, YQCE, YVCS, YECE в качестве 
экспериментальной терапии РХПТ.

Животных разделили на три группы: 1-я группа контроль (n=20) — интактные животные; 2-я 
(n=20) — группа сравнения: внутрибрюшинно вводили 10 мл аллогенной суспензии красного кост-
ного мозга (КМ) (10⁷ клеток, обработанных камптотецином (50 мкг/мл, «Tocris Bioscience», Ве-
ликобритания) в 100 мкл физиологического раствора внутрибрюшинно; 3-я (n=20) — подкожно 
вводили 10 мл аллогенной суспензии костного мозга и раствор смеси синтетических пептидов 
(YECE, YQCE, YVCS, YACS)[2].

Клетки костного мозга выделяли из бедренных костей, эпифизы которых надрезали ножницами. 
Костный канал промывали фиксированным объемом среды RPMI-1640, используя шприц. Полу-
ченную суспензию несколько раз пропускали через шприц с иглами уменьшающегося диаметра и 
фильтровали через один слой капроновой сетки. Затем мы производили подсчет клеток и обрабаты-
вали их раствором камптотецина — 50 мкг/мл в среде RPMI-1640 в течение 1 часа при температуре 
37°С. После этого клетки пятикратно отмывали в избытке питательной среды (последняя отмывка 
— физиологическим раствором) и доводили до концентрации 10⁸/мл или 10⁷/100 мкл в физиоло-
гическом растворе. В исследованиях использовали модель локальной аллотрансплантации. Транс-
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плантацию 10⁷ клеток в объеме среды 100 мкл производили с помощью шприца внутрибрюшинно.
Гистологическое исследование
Исследовали селезенку. После забора орган фиксировали в 10% нейтральном формалине на фос-

фатном буфере (рН=7,2), проводку осуществляли в гистологическом процессоре замкнутого типа с 
вакуумом Leica ASP 300 (Германия). Заливали в парафин «Histomix» фирма Bio Optica (Германия). 
На микротоме Leica SM 2000R (Leica Microsystems, Германия) готовили серийные срезы толщиной 
4–5 мкм, окрашивали гематоксилином и эозином для оценки общей морфологической картины. 
Оценку гистологических препаратов проводили с использованием микроскопов Leica DM2500 и 
Carl Zeiss LSM 710 и программных пакетов для захвата и анализа изображений Leica Application 
Suite и Zen 2010 при увеличении в 10×40 и 10×60.

Иммуногистохимическое исследование
Парафиновые срезы селезенки наносили на адгезивные стекла, обработанные полилизином 

(Thermo, Великобритания). Иммуногистохимические реакции проводили аппаратным способом 
с использованием иммуногистохимических автостейнеров Autostainer-360 (Thermo, Великобрита-
ния). Для визуaлизaции рeзультaтoв использовали системы дeтeкции Ultra Visiоn ONE Dеtесtiоn 
Systеm HRP Pоlymеr. Препараты инкубировали с хромогеном — DАB Plus Substrаtе Systеm и 
дoкрашивали гематoксилинoм Майера с заключением в БиоМаунт-среду. Для оценки качества ре-
акции использовали стекла с позитивным контролем для каждого из антигенов (фирма Labvision, 
США). 

Для определения качественного состава клеток селезенки использовали моноклональные антите-
ла (GenTex, США) к: 1) CD68-для идентификации макрофагов, мембранное окрашивание; 2) Ki-67 
— для клеток, делящихся митозом и, находящихся в разных фазах клеточного цикла (G1- S- и G2). 
Если клетка не пролиферирует, такого взаимодействия не происходит. Положительная экспрессия 
Ki-67 интенсивно выявляется в виде окрашенного в коричневый цвет ядерного субстрата.

При оценке экспрессии Ki-67 рассчитывали индекс пролиферации (IKi) по формуле: 
IKi=(n⁺/N)*100(%), где n — число меченых ядер, N — общее число ядер в поле зрения микроскопа. 
Подсчеты проводили в 10 полях зрения каждого среза. 

Анализ результатов проводили с использованием методов описательной статистики, однофак-
торного дисперсионного анализа и апостериорного LSD-теста для парных данных. Достоверность 
между группами оценивали по t-критерию Стьюдента для непарных и парных данных. 

Результаты исследования
В селезенке группы интактных животных (контроль) верифицировали признаки нормального 

строения. В органе хорошо развиты все функциональные зоны. Белая пульпа органа визуально за-
нимает треть площади паренхимы. Периартериальная лимфоидная муфта (ПАЛМ) белой пульпы 
широкая. Клетки плотным кольцом окружают центральную артерию. Лимфоидные узелки (В-зона) 
визуально разного размера, большая их часть активна. По краю белой пульпы хорошо верифициру-
ется маргинальная зона с одноименным синусом. В этой зоне между клетками лимфоидного ряда 
присутствовали позитивно окрашенные CD68 макрофаги. Их количество в поле зрения составило 
25,2±3,1. В красной пульпе CD68⁺ макрофаги диффузно присутствовали среди клеток лимфоидно-
го ряда в количестве: 58,3±5,3. Сосуды красной пульпы умеренно расширены. Пролиферативную 
активность в селезенке оценивали по экспрессии маркера пролиферации Ki-67, которая проявля-
лась в тех зонах, где обычно и происходит процесс деления и пополнения пула иммунокомпетент-
ных клеток. В целом пролиферация имела умеренный характер и её индекс составил 66,2±12,5 %.

При изучении параметров селезенки при введении фракции клеток костного мозга (2-я группа) в 
органе верифицировали активацию пролиферации и дифференцировки клеток иммунной системы. 
Начиная с 3 сут. визуально увеличивается объем белой пульпы. В сравнении с группой интактных 
животных маргинальная зона широкая, краевой синус умеренно расширен и заполнен различными 
клетками крови. В переартериальной муфте (Т-зависимая зона) клетки формируют плотные широ-
кие скопления вокруг артерии. На 7-е сут. зоны белой пульпы продолжают заполняться клетками. 
Лимфоидные узелки крупные, большая их часть активная, в них процессы пролиферации, что оце-
нивали по положительной экспрессии маркера пролиферации Ki-67. Индекс пролиферации вырос 
до 75% (в контроле 66,2±12,5%). В сосудах красной пульпы признаки умеренного стаза клеток 
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крови. До конца эксперимента (35 сут) зоны белой пульпы остаются крупными и активными. Во 
всех зонах органа имеется активность макрофагов, что определяли по экспрессии маркера CD68 
(рис.  1). Количество макрофагов в поле зрения было выше, чем в группе контроля и составило 
59,7±5,2 (в группе контроля: 34,7±6,8). Лимфоциты часто формируют диффузные скопления или 
лимфоцитарные муфточки вокруг кисточковых артериол. 

А      Б 
Рисунок 1. Иммуногистохимия селезенки (маргинальная зона белой пульпы) на 35 сутки эксперимента, 

окрашивание на CD68 (макрофаги); Ув.×200.
а) введение аллогенного трансплантата (КМ), 2 группа; 
б) одновременное введение аллогенного КМ и белков ТБГ, 3 группа.
Figure 1. Immunohistochemistry of the spleen (marginal zone of the white pulp) on the 35th day of the 

experiment, staining for CD68 (macrophages); In. ×200.
a) administration of allogeneic graft (BM), group 2;
b) simultaneous administration of allogeneic BM and PSG proteins, 3rd group.

Введение пептидов ТБГ дополнительно к аллогенной трансплантации клеток костного мозга в 
селезенке с первых дней эксперимента в сосудах венозного русла верифицировался умеренный 
стаз клеток крови. Тяжи красной пульпы широкие и переполнены клетками крови. Белая пульпа 
визуально занимает значительную площадь, количество клеток в поле зрения достигало 530,2±29,0 
(в контроле 448,6±33,0). Все функциональные зоны развиты, активные. Лимфоидные узелки круп-
ные, как и в группе контроля, в них признаки пролиферации. В центре узелков скопление пози-
тивно окрашенных Ki-67 лимфоцитов, индекс пролиферации при этом существенно не отличался 
от группы контроля и составил 62,7±4,8 (контроль: 66,2±12,5). В периартериальной муфте лимфо-
циты плотно лежат вокруг центральной артерии. В этой зоне между лимфоидными клетками ско-
пления макрофагов. Установлено, что введение белков ТБГ привело к существенному снижению 
макрофагов (CD68⁺) в маргинальной зоне белой пульпы до 9,2±3,03 клеток (контроль — 25,2±3,1). 
Но, к концу срока исследования (35 сут) в белой пульпе количество макрофагов (CD68⁺) выросло 
до 26,7±6,3 клетки в поле зрения среза (рис. 1). Между макрофагами верифицировали скопление 
плазматических клеток, что говорит о явлениях плазмацитогенеза. Между ними единично или по 
2–3 клетки присутствуют эозинофилы. До конца эксперимента функциональные зоны белой пуль-
пы продолжают оставаться в активном состоянии, но их визуальные размеры становились меньше 
или не изменялись. Интенсивность пролиферации стала еще меньше и составила 21,2±7,3% (в 
контроле: 66,2±12,5). На этом фоне повышался дифференцировочный потенциал, что проявилось 
скоплением в мантийной зоне плазматических клеток. На протяжении всего эксперимента ТБГ 
способствовал истощению макрофагов в органе. Количество положительно окрашенных CD68 ма-
крофагов в белой и красной пульпах оставалось ниже, чем в группе сравнения. Макрофаги (CD68⁺) 
диффузно присутствовали во всех зонах органа, находились в контактах с клетками лимфоидного 
ряда. 
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Заключение
Таким образом, в селезенке на фоне аллогенной трансплантации клеток костного мозга пептиды 

ТБГ способствует активации клеток иммунной системы, в направлении их пролиферации и диффе-
ренцировки. Существенно снижается содержание макрофагов. К концу исследования в селезенке 
верифицируется и эозинофильная инфильтрация, что является косвенным положительным при-
знаком реакции на трансплантат. Учитывая то, что эта популяция гранулоцитов обладает исключи-
тельными иммунологическими свойствами и способны обеспечивать индукцию ремоделирования 
ткани [5], это важно учитывать при деструкции и нарушении клеточных взаимодействий, если 
таковые возникают. В целом, пептиды ТБГ стабилизируют пролиферативные процессы и способ-
ствуют появлению новой генерации клеток, поддерживающей реакцию организма по отношению 
к трансплантату. По нашему мнению, применяемый в работе пептидный коктейль ТБГ способен 
влиять на развитие адаптационно-приспособительных реакций в ответ на аллогенный трансплан-
тат. Очевидно, что для полного понимания этих механизмов необходимо продолжить исследования 
в рамках изучения иммунореактивных свойств органов иммунной системы в рамках поставленных 
задач.

Исследование выполнено при финансовой поддержке правительства Пермского края в рамках 
научного проекта № С-26/509.
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Abstract. It is known that proteins associated with pregnancy provide immune tolerance during pregnancy. 
One of them is pregnancy-specific β1-glycoprotein (PSG), which has a pronounced immunomodulatory 
effect. Tetrapeptide fragments (YECE, YQCE, YVCS, and YACS) have been identified in the primary 
structure of PSG that have immunopharmacological potential. The aim of the study was to evaluate the 
effect of short peptide fragments of PSG on the morphological and immunohistochemical state of the 
spleen and its compartments during allogeneic transplantation of a suspension of red bone marrow cells 
in an in vivo experiment in Wistar rats. It was found that intraperitoneal injection of bone marrow cells 
in the dynamics of the experiment (35 days) caused splenic hyperplasia with accumulation of lymphoid 
cells and macrophages in the functional areas of the organ. Administration of short peptide fragments of 
PSG against the background of allogeneic bone marrow transplantation promotes activation of cells of 
the immune system in the spleen toward their proliferation (Ki-67) and differentiation, while reducing the 
content of macrophages (CD68). Thus, short peptide fragments of PSG stabilize proliferative processes 
and promote the development of adaptive responses in response to an allogeneic graft.

Keywords: allogeneic transplantation, red bone marrow, pregnancy proteins, spleen, macrophages, 
CD68, proliferation, Ki-67
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