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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Введение. Пуповинная кровь (ПК) является важным источником гемопоэтических 
стволовых клеток (ГСК) для пациентов, имеющих широкий спектр онкологических и 
гематологических заболеваний. Успешное приживление трансплантата пуповинной 
крови зависит от сбора адекватного количества гемопоэтических клеток с последую-
щей их криоконсервацией без серьезных потерь в количестве и жизнеспособности. 
Цель. Оценка влияния процессов криозамораживания/оттаивания и хранения при 
сверхнизкой температуре на содержание и функциональную активность ГСК в об-
разцах ПК.
Материалы и методы. Криозамораживание образцов ПК проводили с использова-
нием программируемого замораживателя с добавлением криопротектора с после-
дующим хранением в специализированном криохранилище. Подсчет количества и 
жизнеспособности ядросодержащих клеток (ЯСК) осуществляли до криозаморажи-
вания и после оттаивания. Функциональную активность оценивали по колониеобра-
зующей способности ГСК в среде метилцеллюлозы с добавлением рекомбинантных 
ростовых факторов.
Результаты. Нами не выявлено достоверной разницы в содержании ЯСК до за-
мораживания – 9,9×106 (8,25; 12,23)×106 и после размораживания – 8,66×106 (6,85; 
10,79)×106 образцов ПК (p=0,0859). Наблюдалось достоверное снижение жизнеспо-
собности клеток ПК после оттаивания в среднем на 10% (p=0,0001) и после отмывки 
от криоконсерванта в среднем на 17% (p=0,0001). Было показано отсутствие досто-
верной разницы в абсолютном количестве колониеобразующих единиц (КОЕ) до и 
после криозамораживания/оттаивания (p<0,05).
Выводы. Процессы криозамораживания/оттаивания и хранения при сверхнизкой 
температуре не приводят к значительной потере ЯСК в образцах пуповинной крови, 
но достоверно снижают показатели жизнеспособности. ГСК ПК сохраняют функцио-
нальную активность и их пролиферативный потенциал после оттаивания.
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Introduction. Umbilical cord blood (UCB) is a significant source of hematopoietic stem 
cells (HSC) for patients with of oncological and hematological diseases. Collection of an 
adequate number of hematopoietic cells and cryopreservation without serious losses in 
number and viability can significance for success engraftment of UCB transplant. 
Purpose. Evaluation of freezing/thawing and storage at ultra-low temperature on the 
content and functional activity of HSCs in UCB units.
Materials and methods. UCB units was cryopreserved with freezing solution by 
programmer freezer. UCB samples were transferred to specialized cryostorage. The number 
and viability of nucleated cells (NCs) were counted before freezing and after thawing. 
Functional activity was assessed by the colony-forming ability of HSCs in methylcellulose 
medium, with recombinant growth factors.
Results. The significant difference in the content of NС in samples before freezing – 9,9×106 
(8.25; 12.23)×106 and after thawing – 8,66×106 (6.85; 10.79)×106 (p=0.0859) have been not 
revealed. Research has been demonstrated a significant decrease in the viability of UCB 
cells after thawing by an average of 10% (p=0.0001) and after washing by an average 
of 17% (p=0.0001). No significant difference has been shown in the absolute number of 
colony forming units (CFU) before and after freezing/thawing (p<0.05).
Conclusions. The freezing/thawing and storage at ultra-low temperature maintain 
amount of NC in cord blood units, but significantly reduce viability. UCB HSCs retain 
functional activity and proliferative potential after thawing.
Keywords: cord blood, hematopoietic stem cells, cryopreservation, viability, colony-
forming ability
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	� ВВЕДЕНИЕ
Пуповинная кровь (ПК) является важным источником гемопоэтических стволо-

вых клеток (ГСК) для пациентов, имеющих широкий спектр онкологических и гема-
тологических заболеваний, которые нуждаются в аллогенной трансплантации, но 
не имеют подходящего совместимого донора. Начало исследованиям, подтвержда-
ющим, что ПК может быть потенциальным источником пригодных для транспланта-
ции ГСК, положила успешная трансплантация ПК, осуществленная 6 октября 1988 г. 
[1]. В настоящее время в мире ежегодно проводится более 2–3 тысяч транспланта-
ций ПК. Приживление трансплантата ПК в значительной степени зависит от качества 
сбора ПК, количества ядросодержащих клеток (ЯСК) и ГСК в собранном материале 
и их последующей криоконсервации без серьезных потерь в жизнеспособности и 
числе [2, 3]. Однако в процессе замораживания и размораживания в клетках могут 
возникнуть различные морфофункциональные повреждения (нарушение целост-
ности мембраны, изменение конформации макромолекул), что снижает общее 
количество жизнеспособных и функционально активных клеток. Глубина этих по-
вреждений напрямую зависит от технологии замораживания/оттаивания клеточно-
го материала [4–6]. 

Оптимальный метод сохранения и получения жизнеспособных ГСК зависит от 
ряда параметров, таких как время перевозки и температура хранения после сбора; 
способ обработки перед криохранением; выбор криопротектора; скорость, темпе-
ратура и протоколы процедур замораживания и размораживания; температура при 
длительном хранении в криобанке [7, 8].

Рядом исследователей было показано, что образцы ПК могут храниться при ком-
натной температуре 22±4 °C или при +4 °C в течение 24 часов, однако допускается 
хранение и до 48 часов без значительного снижения количественных и качествен-
ных показателей [9–12]. 

Имеющиеся данные о влиянии концентрации криопротектора диметилсульфок-
сида (ДМСО), скорости его добавления к клеточному материалу и удаления при от-
мывке позволили сделать заключение, что и 2,5%, 5% и 7,5%-ный ДМСО может быть 
использован в качестве криопротектирующего раствора, но оптимальной для ПК 
является 10%-ная концентрация ДМСО [14]. 

В настоящее время для характеристики ГСК и клеток-предшественников ис-
пользуют иммунофенотипические маркеры, которые позволяют установить степень 
зрелости стволовых клеток, а также принадлежность клеток-предшественников к 
различным линиям. Однако иммунофенотип не всегда раскрывает функциональ-
ный потенциал ГСК. Поэтому для характеристики функциональной активности ис-
пользуют анализ способности стволовых клеток и клеток-предшественников к про-
лиферации и колониеобразованию [13, 15]. Полипотентные стволовые клетки дают 
начало более дифференцированным клеткам или колониеобразующим единицам 
(КОЕ), наиболее ранние из которых гранулоцитарно-эритроцитарно-миелоцитарно-
макрофагальные (КОЕ-ГЭММ) дифференцируются в более зрелых 3 типа клеток: ко-
лониеобразующая единица гранулоцитов и моноцитов (КОЕ-ГМ), бурст-образующая 
единица эритроцитов (БОЕ-Э) и колониеобразующая единица мегакариоцитов (КОЕ-
МГЦ), которые участвуют в формировании гранулоцитарного, эритроидного и мега-
кариоцитарного ростков кроветворения.
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Ряд авторов при исследовании способности к пролиферации клеток-предше-
ственников гемопоэза из размороженных образцов ПК продемонстрировали от-
сутствие отрицательного эффекта криозаморозки и длительного хранения в тече-
ние 23,5 года на количественные и качественные показатели ГСК [16, 17]. Результаты 
клинического применения образцов ПК, депонированных в криобанках, также по-
казывают отсутствие ухудшения показателей приживления трансплантата, бессо-
бытийной выживаемости, трансплантат-ассоциированной смертности и рецидива у 
пациентов, получивших трансплантат ГСК ПК после криохранения [2–5].

В разработанном нами протоколе криозамораживания ПК для приготовления 
криопротектирующего раствора используется 6%-ный раствор гидроксиэтил-
крахмала. 

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Оценка влияния процедуры криозамораживания с использованием нашего про-

токола на количество ЯСК и функциональную активность ГСК в образцах ПК, поме-
щенных на длительное криохранение.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование были включены образцы ПК, заготовленные для проведения кон-

троля качества трансплантата ПК и помещенные на криохранение в период с января 
2021 г. по апрель 2022 г. (медиана срока хранения – 6 месяцев) в объеме 1 мл.

Криопротектирующий раствор готовили из криопротектора ДМСО в 6%-ном 
гидроксиэтилкрахмале и добавляли к полученному образцу ПК в количестве, обе-
спечивающем 10%-ное содержание ДМСО в конечном продукте. Замораживали с ис-
пользованием программируемого замораживателя IceCube 1810 (Sy-Lab, Австрия) и 
следующего протокола снижения температуры:
	� температура в камере замораживателя 4 °C при загрузке материала; 
	� снижение температуры со скоростью –2 °C/мин до –10 °C; 
	� снижение температуры со скоростью –25 °C/мин до –50 °C; 
	� повышение температуры со скоростью 15 °C/мин до –20 °C; 
	� снижение температуры со скоростью –1 °C/мин до –90 °C.

Хранение образцов ПК осуществляли в специализированном криохранилище 
(Sy-Lab, Австрия) при сверхнизкой температуре –196 °С.

Размораживание образцов ПК проводилось непосредственно перед исследо-
ванием на водяной бане при температуре 37  °C при равномерном покачивании в 
течение 5 минут (до момента перехода замороженного материала в жидкую фазу). 
Подсчет ЯСК и ЖСП клеток производили дважды: непосредственно после размора-
живания и после процедуры отмывки, когда содержимое образцов переносили в хо-
лодную полную среду RPMI, содержащую 1% антибиотика-антимикотика и 10% ЭТС, 
центрифугировали при 400 g в течение 10 мин., клетки ресуспендировали в NaCl с 
10% ЭТС и подсчитывали. Подсчет ЯСК осуществляли методом микроскопии клеток 
в камере Горяева. ЖСП клеток определяли добавлением к 20 мкл клеточной суспен-
зии 20 мкл трипанового синего, инкубацией клеток с красителем в течение 5 мин. 
и последующим подсчетом количества живых клеток (не окрашенных) и мертвых 
(окрашенных) в гемоцитометре под световым микроскопом. Общее количество под-
считанных клеток – не менее 100.
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Колониеобразующую способность ГСК в образцах ПК определяли с помощью 
культивирования 1×105 клеток в среде метилцеллюлозы, содержащей рекомбинант-
ные гемопоэтические ростовые факторы (StemСell Technologies, Канада) в течение  
14 сут. при температуре 37  ºС, 5% СО2 и 90% влажности с подсчетом количества  
КОЕ-ГМ, БОЕ-Э, КОЕ-ГЭММ. Количество КОЕ подсчитывали под инвертированным 
микроскопом AXIOVERT (Zeiss, Германия).

Статистическую обработку данных проводили с применением программы 
Statistica 7.0. Использовали методы описательной статистики и непараметрический 
метод – t-критерий Вилкоксона. Различия между сравниваемыми показателями счи-
тали статистически значимыми при p≤0,05.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Всего провели оценку качества 24 образцов ПК. Последовательное тестирование 

образцов ПК на различных этапах криохранения включено в международный стан-
дарт сбора, обработки, криозамораживания и хранения ПК NetCord-FACT и опреде-
ляет пригодность материала к дальнейшему практическому применению в зависи-
мости от соответствия стандартам. Медиана содержания ЯСК в 1 мл в образцах ПК до 
криозамораживания составляла 9,9×106 (8,25; 12,23)×106, после размораживания –  
8,66×106 (6,85; 10,79)×106, а после отмывки – 6,4×106 (4,34; 8,28)×106. Нами не выявле-
но достоверной разницы в содержании ЯСК до замораживания ПК и непосредствен-
но после размораживания (p=0,0859), но достоверное снижение количества ЯСК на-
блюдалось после отмывки образцов от криопротектора (p=0,00014) (см. рисунок А). 
Выход ЯСК после криохранения составил 85,31% (72,96; 98,56)%.

А В

Количество и жизнеспособность ядросодержащих клеток пуповинной крови до 
криоконсервации, после размораживания и отмывки: А – число ЯСК, В – жизнеспособность ЯСК,  
* p<0,001
Amount and viability of cord blood nuclear cells before cryopreservation, after thawing and washing: 
А – number of nuclear cells, В – viability of nuclear cells, * p<0.001
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Наблюдалось достоверное снижение ЖСП клеток как сразу после разморозки об-
разцов ПК, так и после их отмывки (p=0,0001) (см. рисунок В). Медиана ЖСП до и после 
криозамораживания имела значения 99% (99; 100)% и 90% (85,5; 94)% соответствен-
но, а после отмывки – 82% (77; 89)%. Процесс криоконсервирования и хранения при 
сверхнизкой температуре приводит к снижению жизнеспособности клеток ПК после 
оттаивания на 10%, а проведение дальнейшей отмывки от криопротектора – на 17%. 
Исходя из полученных данных, можно предположить, что потеря в содержании ЯСК 
и их жизнеспособности после размораживания образцов ПК обусловлена в большей 
степени отмывкой материала от криоконсерванта, что необходимо учитывать при 
дальнейшем использовании в качестве трансплантата при расчете клеточных доз.

Колониеобразующая способность ГСК является достоверным показателем их 
пролиферативного потенциала и функциональной способности восстанавливать 
гемопоэз после трансплантации. Было показано отсутствие достоверной разницы в 
абсолютном количестве КОЕ-ГМ, БОЕ-Э и КОЕ-ГЭММ до и после криозамораживания/
оттаивания (p<0,05) (см. таблицу). 

Процент сохранения КОЕ-ГМ и БОЕ-Э после размораживания образцов ПК со-
ставил 95,6% и 96% соответственно. Полученные нами результаты сопоставимы с 
данными исследований зарубежных ученых. Miura J. et al. исследовали 54 образца 
ПК, подвергшихся криозамораживанию, процент сохранения ЯСК и КОЕ-ГМ в кото-
рых составил 96,0±11,3% и 88,6±41,2% соответственно [18]. В исследовании Zinno F.  
et al. процент сохранения ЯСК в 40 образцах ПК после криохранения составил 
78,9±15,4%, из них 85,5±10,6% жизнеспособных клеток [19]. Таким образом, анализ 
способности к колониеобразованию клеток-предшественников гемопоэза в образ-
цах ПК после криохранения подтвердил, что пролиферативная активность ГСК пупо-
винной крови при использовании нашего протокола замораживания с использова-
нием ДМСО в 6%-ном гидроксиэтилкрахмале остается на высоком уровне. 

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Применяемый нами протокол обработки пуповинной крови перед замораживани-

ем с использованием криопротектирующего раствора ДМСО в 6%-ном гидроксиэтил-
крахмале и протокол замораживания образцов в программируемом замораживателе 
не приводят к потере ядросодержащих клеток в образцах ПК и сохраняют функцио-
нальную активность гемопоэтических клеток-предшественников на высоком уровне. 
Использование размороженного образца ПК для трансплантации пациенту без пред-
варительной отмывки клеток позволит сохранить их жизнеспособность. 

Количество КОЕ клеток-предшественников гемопоэза в образцах ПК до и после 
криозамораживания (n=24)
Amount of CFU cord blood hematopoietic stem cells before cryopreservation and after thawing (n=24)

КОЕ До замораживания После оттаивания p

КОЕ-ГМ 5,31 
(2,01–15,71)

5,28 
(1,72–27,94) 0,9405

БОЕ-Э 2,81 
(0,51–8,88)

2,57 
(0,58–12,96) 0,6813

КОЕ-ГЭММ 0,93 
(0,18–2,24)

0,78 
(0–3,51) 0,2322

Содержание и функциональная активность  
гемопоэтических стволовых клеток пуповинной крови после криохранения
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