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Вплив клiтин кордової кровi на перебiг

експериментального герпетичного менiнгоенцефалiту

Дослiджено вплив клiтин кордової кровi на перебiг експериментального герпетичного

менiнгоенцефалiту. Встановлено, що ксеногенна трансплантацiя клiтин кордової кро-

вi мишам з герпетичним менiнгоенцефалiтом, iндукованим вiрусом простого герпесу I

типу, сприяє збiльшенню тривалостi їх життя. Наведено данi, що свiдчать про iму-

норегуляторну дiю клiтин кордової кровi при експериментальному герпетичному ме-

нiнгоенцефалiтi, пов’язану з їх впливом на продукцiю iмунорегуляторних цитокiнiв —

iнтерферонiв та фактора некрозу пухлин-α.

Незважаючи на досягнення у вивченнi патогенезу герпетичних iнфекцiй та успiхи в розробцi
нових науково обгрунтованих пiдходiв до оптимiзацiї медичних технологiй лiкування хво-
рих на цi захворювання, частота останнiх залишається високою i не має чiткої тенденцiї до
зниження. Насамперед це пов’язано з тим, що їх перебiг супроводжується формуванням вто-
ринних iмунодефiцитних станiв внаслiдок супресивної дiї герпесвiрусiв на функцiональну
активнiсть iмунокомпетентних клiтин та продукцiю цiлої низки цитокiнiв, якi залучаються
в регуляцiю природженого та адоптивного iмунiтету. На тлi вiрусiндукованої iмуносупресiї
створюються передумови як для реактивацiї геному герпесвiрусiв, якi можуть виклика-
ти численнi органнi ураження, так i виникнення суперiнфекцiй бактерiальної, вiрусної або
грибкової природи [1]. Тому актуальним є пошук альтернативних способiв лiкування хво-
рих цього контингенту iз залученням ефективної iмунотерапiї, направленої, зокрема, на
регуляцiю продукцiї iмунорегуляторних цитокiнiв.

Увагу привертають мезенхiмнi стовбуровi клiтини кордової кровi (КК), для яких ранi-
ше встановлено високу терапевтичну ефективнiсть у комплексному лiкуваннi хворих з вто-
ринними iмунодефiцитними станами, що формуються внаслiдок розвитку iнфекцiйних та
онкологiчних захворювань [2, 3]. Нами показано [4], що клiтини КК людини спонтанно та
у вiдповiдь на адекватну iндукцiю продукували iнтерферон-α (IФН-α), а також цитокiни
Th1-типу — IФН-γ, iнтерлейкiн-2, фактор некрозу пухлин-α (ФНП-α), а плазма КК, в якiй
виявлялись цi цитокiни, мала iмуномодуляторний вплив на клiтини фагоцитарної систе-
ми in vitro. Пiсля ксеногенної трансплантацiї клiтин КК iнтактним мишам спостерiгалась
активацiя ендогенного iнтерфероногенезу та пiдвищення функцiональної активностi клi-
тин фагоцитарної системи [5]. У зв’язку з вищенаведеним нами було поставлено за мету
визначити ефективнiсть застосування клiтин КК при герпетичнiй iнфекцiї на моделi екс-
периментального менiнгоенцефалiту у мишей шляхом дослiдження їх впливу на перебiг
патологiчного процесу та продукцiю iмунорегуляторних цитокiнiв.

Експериментальнi дослiдження проведено на бiлих нелiнiйних мишах масою 10–12 г,
отриманих з розплiдника вiварiю Iнституту молекулярної бiологiї НАН України. Сформо-
вано було три групи мишей: I — iнфiкованi вiрусом простого герпесу (ВПГ) I типу (50
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тварин); II — iнфiкованi ВПГ-I, якi отримували клiтини КК (50 тварин); III (контроль) —
iнтактнi, яким вводили фiзiологiчний розчин (40 тварин). Усi дослiдження виконанi з ура-
хуванням норм Європейської конвенцiї по захисту хребетних тварин та закону України
№ 3447-IV “Про захист тварин вiд жорстокого поводження” [6].

Для створення експериментальної моделi герпетичного менiнгоенцефалiту був викорис-
таний лiофiлiзований ВПГ-I антигенного типу (ВПГ-I, штам VC, отриманий з музею вi-
русiв Iнституту вiрусологiї iм. Д. I. Iвановського РАМН). Iнфекцiйний титр вiрусу стано-
вив 5,0–5,5lgТЦД50/0,1 мл, а тканинна ТЦД — 4,0–4,5 ЛД50/0,03 мл. Вiрусну суспензiю
вводили епiдурально в об’ємi 0,03 мл. На 5–6-ту добу пiсля iнфiкування вiдмiчали прояв
специфiчних клiнiчних симптомiв захворювання. Iнфекцiйну активнiсть ВПГ-I оцiнювали
за летальнiстю тварин. Наявнiсть вiрусу в тканинах мозку пiдтверджували його титруван-
ням за допомогою методу за Кербером [7]. У роботi використовували КК людини. Фракцiю
ядровмiсних клiтин КК видiляли шляхом прискореного “спонтанного” осадження еритро-
цитiв у плазмозамiнному розчинi “Гелофузин” як описано ранiше [8]. Концентрацiю клiтин
КК доводили до 1 · 107 кл./мл. Клiтини КК вводили мишам у хвостову вену через 24 год
пiсля iнфiкування ВПГ-I. Визначали вмiст IФН та ФНПα у плазмi кровi, а також спон-
танну та iндуковану продукцiю IФН-γ та IФН-α клiтинами периферичної кровi на 1-шу,
3-тю, 6-ту та 12-ту добу пiсля введення клiтин КК. IФН титрували у перевивнiй культурi
клiтин лiнiї L-929. Активнiсть IФН оцiнювали за пригнiченням цитопатичної дiї тест-вiрусу
(вiрусу везикулярного стоматиту, штам Iндiана). У дослiдженнях використовували рефе-
ренс-препарати IФН-γ та IФН -α. За титр IФН в одиницях дiї (Од) приймали те розведення
зразка, при якому спостерiгався захист 50,0% клiтин вiд цитопатичної дiї 100 ТЦД50/0,1 мл
тест-вiрусу. Концентрацiю ФНПα дослiджували загальноприйнятим методом за цитоток-
сичною дiєю на перевивну культуру фiбробластiв мишей L-929. Кiлькiсть ФНПα у зразках
визначали за iндексом цитотоксичностi (IЦ, %) [9].

Усi отриманi цифровi данi опрацьовували за допомогою комп’ютерної програми Epi
Info (версiя 6.0) методом варiацiйної статистики. Числовi данi виражали у виглядi серед-
нього арифметичного значення та стандартної похибки (M ± m). Нульову гiпотезу для
контрольної та дослiдних груп порiвняння перевiряли за допомогою непараметричних кри-
терiїв Вiлкоксона–Манна–Уїтнi (U) та Колмогорова–Смiрнова. Вiдмiнностi мiж групами
вважали статистично значущими при P < 0,05.

У результатi проведених дослiджень встановлено, що трансплантацiя клiтин КК мишам
з герпетичним менiнгоенцефалiтом сприяла збiльшенню тривалостi їх життя. Як свiдчать
отриманi данi (рис. 1), на 1-шу та 3-тю добу загибель iнфiкованих мишей, яким не вводили
клiтини КК, мала мiсце вiдповiдно у (36,0 ± 3,0) та (38,0 ± 5,0)% випадкiв, на 5-ту, 7-му
та 10-ту добу — вiдповiдно у (64,0 ± 4,0); (62,0 ± 5,0); (64,0 ± 3,0)%, а на 12-ту добу — у
(68,0 ± 6,0)%. Пiсля трансплантацiї iнфiкованим мишам клiтин КК на 1-шу та 3-тю добу
загибель тварин зафiксовано вiдповiдно у (28,0 ± 3,0) та (30,0± 4,0)% випадкiв (P < 0,05).
Однак на 5-ту та 7-ту добу кiлькiсть загиблих тварин виявилась майже удвiчi меншою,
нiж серед мишей з герпетичним менiнгоенцефалiтом, якi не отримували клiтини КК, —
вiдповiдно (34,0 ± 4,0) та (34,0 ± 3,0)%. На 10-ту добу виявлено (50,0 ± 7,0)% випадкiв
загибелi мишей, але на 12-ту добу кiлькiсть загиблих тварин була такою ж, як i серед
iнфiкованих мишей, яким клiтини КК не вводили, — (68,0± 5,0)%. Результати титрування
ВПГ-I у зразках суспензiї мозку показали, що на 7-му добу пiсля введення iнфiкованим
тваринам клiтин КК титри вiрусу зменшувались до 10−1 logТЦД50 проти 10−2 logТЦД50

в iнфiкованих тварин, яким не трансплантували клiтини КК.
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Рис. 1. Кiлькiсть мишей з експериментальним герпетичним менiнгоенцефалiтом, якi загинули: 1 — iнфiко-
ванi ВПГ-I; 2 — iнфiкованi ВПГ-I, яким вводили клiтини КК

Збiльшення тривалостi життя мишей з герпетичним менiнгоенцефалiтом, яким транс-
плантували клiтини КК, супроводжувалось активацiєю ендогенного iнтерфероногенезу.
При герпетичному менiнгоенцефалiтi у мишей, якi вижили, але не отримували клiтини
КК, спостерiгалось незначне пiдвищення вмiсту IФН у сироватцi кровi протягом усього
термiну спостереження (до 12 дiб), однак рiзниця порiвняно з показниками контролю не
була вiрогiдною (табл. 1). Разом з тим пiсля ксеногенної трансплантацiї клiтин КК ми-
шам з герпетичним менiнгоенцефалiтом вмiст сироваткового IФН на 1-шу та 3-тю добу
зростав iстотно, однак зменшувався до рiвня контролю на 6-ту та 12-ту добу. У випадку,
коли клiтини КК вводили iнфiкованим мишам двократно з iнтервалом в одну добу, ти-
три IФН у сироватцi кровi зростали максимально на 6-ту добу — (6,70 ± 0,80) log2 Од/мл;
P < 0,05. З отриманих даних (див. табл. 1) випливає, що клiтини периферичної кровi ми-
шей з герпетичним менiнгоенцефалiтом, якi не отримували клiтини КК, продукували IФН
спонтанно та у вiдповiдь на iндукцiю ридостином або ФГА на рiвнi контролю. Спонтанна
продукцiя IФН клiтинами периферичної кровi не змiнювалась також у iнфiкованих ВПГ-I
мишей, яким трансплантували клiтини КК. У цих мишей на 3-тю та 6-ту добу спостерi-
галось незначне пiдвищення здатностi клiтин периферичної кровi до продукцiї IФН-α та
IФН -γ у вiдповiдь на адекватну iндукцiю, але рiзниця порiвняно з контролем виявилась
невiрогiдною.

Таблиця 1. Показники iнтерферонового статусу у мишей з герпетичним менiнгоенцефалiтом, яким вводили
клiтини кордової кровi

Група
мишей

Термiн
спостереження, доба

Титр iнтерферону, log
2

Од/мл

Сироватковий Спонтанний IФН-γ IФН-α

Контроль 4,00 ± 0,09 4,10 ± 0,06 2,70 ± 0,03 3,60 ± 0,07

Iнфiкованi 1 5,00 ± 0,10 4,50 ± 0,04 3,50 ± 0,07 2,50 ± 0,14

ВПГ-I 3 5,50 ± 0,09 4,00 ± 0,10 3,50 ± 0,11 3,50 ± 0,09

6 5,50 ± 0,18 3,50 ± 0,09 3,51 ± 0,09 4,30 ± 0,06

12 5,00 ± 0,11 2,90 ± 0,17 2,00 ± 0,15 4,01 ± 0,10

Iнфiкованi 1 6,50 ± 0,04
∗

4,00 ± 0,10 2,30 ± 0,13 3,00 ± 0,05

ВПГ-I, 3 6,50 ± 0,10
∗

4,00 ± 0,09 4,00 ± 0,09 4,50 ± 0,19

яким вводили 6 5,50 ± 0,06 3,5± 0,10 4,40 ± 0,10 4,52 ± 0,10

клiтини КК 12 5,00 ± 0,09 2,60 ± 0,17 2,00 ± 0,07 4,00 ± 0,08

∗

P < 0,05 вiдносно показникiв контролю.
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Трансплантацiя клiтин КК мишам з герпетичним менiнгоенцефалiтом спричиняла змi-
ну продукцiї прозапального цитокiну — ФНПα. Так, перебiг патологiчного процесу супро-
воджувався пiдвищенням вмiсту ФНПα у сироватцi кровi протягом усього термiну спо-
стереження. Встановлено, що на 1-шу, 3-тю, 6-ту та 12-ту добу IЦ зростав вiдповiдно до
(46,0±4,4); (41,4±4,7); (32,8±5,0) та (35,9±4,1)% проти (9,1±2,5)% у контролi (P < 0,05).
Пiсля введення клiтин КК мишам з герпетичним менiнгоенцефалiтом на 1-шу та 3-тю добу
IЦ зменшувався вiдповiдно до (26,5 ± 2,3)% (P < 0,05) та (25,0 ± 3,4)% (P < 0,05), але
зберiгався на вищому рiвнi, нiж у контролi, тодi як на 6-ту та 12-ту добу спостерiгалось
зниження цього показника до контрольного рiвня — вiдповiдно до (14,8± 3,4)% (P > 0,05)
та (13,8 ± 2,6)% (P > 0,05).

Таким чином, пiсля трансплантацiї клiтин КК мишам з герпетичним менiнгоенцефа-
лiтом тривалiсть їх життя збiльшувалась на тлi активацiї ендогенного iнтерфероногенезу,
про що свiдчило зростання концентрацiї сироваткового IФН та тенденцiя до пiдвищення
продукцiї IФН-α та IФН-γ активованими клiтинами периферичної кровi in vitro у вiдпо-
вiдь на адекватну iндукцiю. Ранiше нами було показано, що концентрацiя IФН у сироватцi
кровi пiдвищувалась також пiсля трансплантацiї клiтин КК iнтактним мишам впродовж
1–6 дiб (максимально на 6-ту добу) [4]. Данi лiтературних джерел дають можливiсть при-
пустити, що пiдвищення продукцiї IФН пiд впливом клiтин КК пов’язане з тим, що вони
здатнi безпосередньо продукувати цi цитокiни in vivo та/або стимулювати їх продукцiю
клiтинами реципiєнта [10, 11]. Зауважимо, що пiдвищення титрiв сироваткового IФН у ми-
шей з герпетичним менiнгоенцефалiтом пiсля трансплантацiї клiтин КК встановлено на
1-шу та 3-тю добу, тодi як їх захисна дiя виявлялась впродовж наступних 5–7 дiб. На 7-му
добу в зразках суспензiї клiтин мозку цих мишей спостерiгалось зменшення титру вiрусу.
Отже, не виключено, що пiд впливом IФН, який може продукуватись як у вiдповiдь на
вiрусну iнфекцiю, так i трансплантацiю клiтин КК, активуються фактори неспецифiчної
резистентностi та специфiчної iмунної вiдповiдi, що спричиняє посилення iмунного захисту
органiзму проти ВПГ. На 12-ту добу пiсля трансплантацiї клiтин КК мишам з менiнгоен-
цефалiтом, коли титри сироваткового IФН зменшувались, кiлькiсть загиблих тварин була
такою ж, як серед iнфiкованих мишей, яким клiтини КК не вводили. Це можна пояснити
тим, що клiтини КК пiсля ксеногенної трансплантацiї можуть поступово елiмiнуватись iз
органiзму реципiєнта, наприклад внаслiдок дiї специфiчних цитотоксичних Т-лiмфоцитiв,
як показано ранiше [12]. Разом з тим у мишей з герпетичним менiнгоенцефалiтом пiсля
трансплантацiї клiтин КК у сироватцi кровi зменшувалась концентрацiя такого важливого
прозапального цитокiну, як ФНПα. На моделi герпетичного менiнгоенцефалiту у мишей
було показано [13, 14], що ФНПα може вiдiгравати водночас як захисну, так i патогенетич-
ну роль. Зауважимо, що продукцiя цього цитокiну зменшувалась також пiсля успiшного
лiкування мишей з герпетичним менiнгоенцефалiтом препаратом ацикловiр [15]. Оскiльки
вiдомо [13], що рiвень прозапальних цитокiнiв прямо корелює зi ступенем тяжкостi перебiгу
герпетичної iнфекцiї, то можна припустити, що зменшення вмiсту ФНПα у сироватцi кро-
вi при герпетичному менiнгоенцефалiтi пiд впливом клiтин КК буде сприяти покращенню
перебiгу патологiчного процесу.

Отриманi нами данi свiдчать про те, що захисна дiя клiтин КК при експериментально-
му герпетичному менiнгоенцефалiтi пов’язана з їх iмуномодуляторними властивостями. Це
вiдкриває перспективи для подальшого дослiдження ефективностi клiтин КК при iнфекцiй-
них захворюваннях як вiрусної, так i бактерiальної етiологiї, перебiг яких супроводжується
формуванням вторинних iмунодефiцитних станiв.
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Influence of cord blood cells on the course of experimental herpetic

meningoencephalitis

After xenogeneic transplantation of cord blood cells into mice with herpes simplex type 1 viral

meningoencephalitis, an increase in the duration of their lifetimes was observed. These data indicate

that cord blood cells have immunoregulatory effects at experimental herpetic meningoencephalitis,

due to their influence on the production of immunoregulatory cytokines — interferon’s and tumor

necrosis factor-α.
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