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Реферат: У роботі оцінювали ефективність застосування антиоксиданту N-ацетил-L-цистеїну (АЦ) для кріоконсервування

ядровмісних клітин кордової крові (ЯВК КК) людини з різними концентраціями ендоцелюлярного кріопротектора диметил-
сульфоксиду (ДМСО). Встановлено, що збільшення концентрації ДМСО (з 2,5 і 5% до 7,5 і 10%) та часу експозиції суспензії
ЯВК КК із кріопротектором (з 15 до 30 хв і більше) приводило до значного збільшення кількості клітин із надмірним вмістом
активних форм кисню (АФК) (з (7,5 ± 0,8)% при 5% ДМСО та 15-хвилинній інкубації до (28,9 ± 3,2)% при 10% ДМСО та 60-
хвилинній інкубації), зниження їх життєздатності та збереження. Додавання 10 мМ АЦ в середовище кріоконсервування
призводило до зменшення кількості клітин із надмірним вмістом АФК і збільшення показників їх збереженості та життєздатності
на етапі еквілібрації з кріопротектором, а також після заморожування і відігрівання суспензії ЯВК КК. Максимальний ефект був
досягнутий після додавання АЦ до середовищ із 7,5- і 10%-ою концентрацією ДМСО. Доведено, що використання антиоксиданту
сприяє підвищенню показників збереженості та життєздатності ЯВК КК в умовах оптимальної концентрації кріопротектора та
часу експозиції з ним.

Ключові слова: кордова кров людини, ядровмісні клітини, активні форми кисню, кріоконсервування, диметилсульфоксид,
антиоксиданти, N-ацетил-L-цистеїн.

Реферат: В работе оценивали эффективность применения антиоксиданта N-ацетил-L-цистеина (АЦ) для криокон-
сервирования ядросодержащих клеток кордовой крови (ЯСК КК) человека с разными концентрациями эндоцеллюлярного
криопротектора диметилсульфоксида (ДМСО). Установлено, что увеличение концентрации ДМСО (с 2,5 и 5% до 7,5 и 10%) и
времени экспозиции суспензии ЯСК КК с криопротектором (с 15 до 30 мин и более) приводило к существенному увеличению
количества клеток с избыточным содержанием активных форм кислорода (АФК) (с (7,5 ± 0,8)% при 5% ДМСО и 15-минутной
инкубации до (28,9 ± 3,2)% при 10% ДМСО и 60-минутной инкубации), снижению показателей их жизнеспособности и сохранности.
Добавление 10 мМ АЦ в среду криоконсервирования приводило к уменьшению количества клеток с избыточным содержанием
АФК и увеличению показателей их сохранности и жизнеспособности на этапе эквилибрации с криопротектором, а также после
замораживания и отогрева суспезии ЯСК КК. Максимальный эффект был достигнут после добавления АЦ к средам с 7,5- и 10%-
й концентрацией ДМСО. Доказано, что использование антиоксиданта способствует повышению показателей сохранности и
жизнеспособности ЯСК КК в условиях оптимальной концентрации криопротектора и времени экспозиции с ним.

Ключевые слова: кордовая кровь человека, ядросодержащие клетки, активные формы кислорода, криоконсервирование,
диметилсульфоксид, антиоксиданты, N-ацетил-L-цистеин.

Abstract: The paper evaluated the efficiency of N-acetyl-L-cysteine (AC) antioxidant during cryopreservation of human cord
blood nucleated cells (CBNCs) with various concentrations of endocellular cryoprotectant dimethyl sulfoxide (DMSO). It has been
found that rise in DMSO concentration (from 2.5 and 5 up to 7.5% and 10%) and exposure time of the CBNCs suspension with
cryoprotectant (from 15 to 30 min and more) resulted in a significant increase in the amount of cells with excess reactive oxygen
species (ROS) (from (7.5 ± 0.8)% at 5% DMSO and 15-min incubation to (28.9 ± 3.2)% with 10% DMSO and 60 min incubation),
decrease in their viability and preservation rate. Supplementing 10 mM AC to the cryopreservation medium led to in a reduction in the
amount of cells with excess ROS and rise of their preservation rate and viability at the stage of equilibration with cryoprotectant, as
well as after freeze-thawing of CBNCs suspension. Maximum effect was achieved after AC supplementing to the media with 7.5 and
10% DMSO concentrations. We proved that the use of antioxidant contributed to the rise in preservation rate and viability of CBNCs
if cryoprotectant concentration and exposure time with it were optimal.

Key words: human cord blood, nucleated cells, reactive oxygen species, cryopreservation, dimethyl sulfoxide, antioxidants,
N-acetyl-L-cysteine.
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В останні роки спостерігається тенденція до
широкого використання у клінічній практиці клітин
кордової крові (КК). З 2009 року кількість прове-
дених алотрансплантацій гемопоетичних стовбу-
рових клітин КК перевищила кількість транс-
плантацій цих клітин кісткового мозку [6, 15]. На
даний час у світі щорічно проводиться близько
3 тис. трансплантацій клітин КК пацієнтам із різ-
ними захворюваннями [20, 16]. Така увага клі-
ніцистів до використання та збільшення кількості
трансплантацій КК призвела до необхідності ство-
рення мережі кріобанків [13], в яких зразки збері-
гаються в замороженому стані за температури
–196°С без втрати біологічних властивостей про-
тягом необмеженого часу. Проте невеликі об’єми
кожної дози КК та неможливість повторного забо-
ру викликають необхідність вибору оптимально-
го методу кріоконсервування ядровмісних клітин
(ЯВК), до яких входять гемопоетичні стовбурові
клітини.У зв’язку з цим актуальними є розробка
нових і вдосконалення існуючих методів кріокон-
сервування КК.

Для заморожування ЯВК КК найчастiше вико-
ристовується кріопротектор диметилсульфоксид
(ДМСО) у концентрації 5–10% [14]. Під час кріо-
консервування ЯВК КК зазнають значного стре-
сорного впливу, що може призвести до їх апоптозу
як до, так і після розморожування [17]. Тому важ-
ливою є оцінка збереженості та життєздатності клі-
тин не тільки відразу після розморожування, але й
через деякий час після їх перенесення до умов, які
наближені до фізіологічних. Слід зазначити, що апоп-
тоз клітин може бути викликаний різними факто-
рами, зокрема активними формами кисню (АФК).
У зв’язку з цим важливою є розробка методів, за
допомогою яких було б можливим запобігання
накопиченню АФК на всіх етапах кріоконсервуван-
ня, це дозволило б уникнути або сповільнити розви-
ток оксидативного стресу. Перспективним може
бути додавання до суспензії клітин речовин, які
мають виражені антиоксидантні та цитопротекторні
властивості. До таких речовин відносять N-ацетил-
L-цистеїн (АЦ), який характеризується не тільки
безпосередньою антиоксидантною активністю, але
й бере участь у синтезі глутатіону та забезпеченні
тіоловими групами цитоскелетних структур, що
дозволяє зберігати клітини від руйнування [11].
Однак розробка методів кріоконсервування не-
можлива без визначення впливу даного антиокси-
данту на ЯВК КК під час заморожування-відігріву.
Тому метою даної роботи було проведення дослід-
жень щодо визначення впливу різних концентрацій
диметилсульфоксиду (ДМСО) та N-ацетил-L-цис-
теїну на показники збереженості, життєздатності
та вмісту активних форм кисню в ядровмісних клі-
тинах кордової крові до та після кріоконсервування.

Recently the application of cord blood (CB) in clini-
cal practice has become widespread. Since 2009, a
number of performed allotransplantations of CB
hematopoietic stem cells exceeded that of transplanta-
tions of the bone marrow cells [5, 14]. Nowadays about
3 thousand transplantations of CB cells are annually
performed around the world to patients in different
diseases [20, 15]. Such an attention of clinicians to
CB application and increased number of its transplanta-
tions have resulted in a need to establish the network
of cryobanks [12], where the samples are stored in a
frozen state at –196°C with no loss in their biological
properties for unlimited time period. So, the small
amounts of each CB dose and impossible re-sampling
make it necessary to choose the optimal cryopreser-
vation method for nucleated cells (NCs), comprising
hematopoietic stem cells. In this regard, the develop-
ment of novel methods for CB cryopreservation and
optimizing the existing ones have still remained actual.

The cryoprotectant dimethyl sulfoxide (DMSO) at
5–10% concentration is quite often used to freeze the
CB NCs [13]. During cryopreservation the CB NCs
undergo a significant stress effect, which may result
in apoptosis, both prior to and after thawing [16]. So, it
is important to assess the cell survival and viability not
only immediately after thawing, but some time after
transferring them into the conditions close to physio-
logical ones. It is to be noted that the cell apoptosis
may be initiated inter alia by different factors, in par-
ticular, reactive oxygen species (ROS). Due to this
fact of importance is to develop the methods, which
could prevent the ROS accumulation at all the cryopre-
servation stages, to either avoid or slow down the
oxidative stress development. The supplement of cell
suspension with the substances possessing pronounced
antioxidative and cytoprotective properties may be
prospective. Among others one could mention N-acetyl-
L-cysteine (AC), not only featured by a direct anti-
oxidant activity, but also participating in glutathione
synthesis and providing the cytoskeletal structure with
thiol groups, protecting the cells from destruction [10].
However, the design of cryopreservation techniques
is impossible without determining this antioxidant effect
on CB NCs during freeze-thawing. Therefore this
work purpose was to determine the effect of different
concentrations of DMSO and N-acetyl-L-cysteine on
the survival and viability indices and reactive oxygen
species content in cord blood nucleated cells prior to
and after cryopre-servation.

Materials and methods
We used the human CB, collected after obtaining an

informed consent of pregnant woman, with previous
thorough prenatal screening for contraindications to
donation. Blood exfusion was done into a closed blood
sampling system with 25 ml anticoagulant from umbilical
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Матеріали та методи
У роботі використовували КК людини, збір якої

проводили після отримання інформованої згоди
у вагітної, з попереднім проведенням ретельного
допологового скринінгу на наявність протипоказань
до донорства. Ексфузію крові здійснювали закритим
шляхом у систему для забору крові з 25 мл антикоа-
гулянту з пупкової вени під час природних пологів
після народження дитини й відділення її від плаценти.

Виділення фракції ЯВК із цільної КК проводили
методом седиментації в поліглюкіні (6%-й розчин
декстрану (ОАО «Біохімік», Росія) з молекулярною
масою 60 000). Для цього спочатку до крові додавали
поліглюкін у співвідношенні 1:1 за об’ємом, потім
відстоювали до чіткого розподілу еритроцитарного
шара та фракції ядровмісних клітин ( від 30 до 50 хв).
Супернатант відбирали та центрифугували протя-
гом 5–7 хв при 800g для отримання концентрату
ЯВК.

У клітинну суспензію вносили 25%-й розчин
ДМСО до кінцевих концентрацій у пробі 2,5; 5; 7,5
та 10%. Суспензії клітин обробляли кріопротек-
тором за температури 0...4°С. Перед змішуванням
суспензію клітин і розчини кріопротектора доводили
до відповідних температур; ДМСО додавали
крапельним шляхом при постійному перемішу-
ванні.

У роботі використовували АЦ («Sigma-Aldrich»,
США) у кінцевій концентрації 10 мМ, який перед
кріоконсервуванням вносили в проби з ДМСО.

Зразки кріоконсервували в програмному заморо-
жувачі («Cryoson», Німеччина) зі швидкістю 1–
3 град/хв до –80°С із наступним зануренням у
рідкий азот (–196°С) [3]. Відігрівання здійснювали
за температури 37–40°С на водяній бані при
постійному погойдуванні до зникнення твердої фази.

Абсолютну кількість клітин підраховували в
камері Горяєва згідно зі стандартною методикою [7].
Збереженість клітин визначали як відсоток кількості
клітин у досліджуваному зразку по відношенню до
початкової їх кількості до будь-якого впливу (інку-
бація з кріопротектором, заморожування-відігрів).

Життєздатність CD45+-клітин оцінювали за
стандартним протоколом ІSHAGE (International
Society of Hematotherapy and Graft Engineering) з
використанням моноклонального антитіла CD45-
FITC і ДНК-барвника 7-аміноактиноміцину D
(7AAD) [24] методом проточної цитофлуориметрії.
Для цього до 50 мкл цільної крові додавали по
10 мкл реагентів (FITC-мічений CD45, клон 2D1
та 7AAD). Перемішували й інкубували 15 хв за
кімнатної температури в темряві. До кожної про-
бірки додавали 1 мл розчину хлориду амонію
(«BD», США), який викликав лізис клітин. Ана-
лізували проби за допомогою програмного забез-
печення «CellQuest Pro» («BD»).

vein during natural labour after child birth and separa-
tion from placenta.

The NCs fraction was isolated from the whole CB
by sedimentation in Polyglucinum (6% dextran solution
(JSC Biokhimik, Russia) with 60,000 molecular weight).
For this purpose the blood was first mixed with Poly-
glucinum in 1:1 (v/v) ratio, then precipitated up to distinct
separation of erythrocytes and nucleated cells appea-
rance. Sedimentation time made from 30 to 50 min,
then the supernatant was collected and centrifuged
for 5–7 min at 800g to obtain the NCs concentrate.

Cell suspension was supplemented with 25%
DMSO solution up to 2.5; 5; 7.5 and 10% final concen-
trations in a sample. Cell suspensions were treated
with cryoprotectant at a low positive temperature
0...4°C. Before mixing the cell suspension and cryopro-
tectant solutions were brought to the appropriate
temperatures; DMSO was dropwise added during a
constant stirring.

Here we used the AC (Sigma-Aldrich, USA) in
a 10 mmol/L final concentration, supplemented to
DMSO containing samples prior to cryopreservation.

Samples were cryopreserved using a programmable
freezer (Cryoson, Germany) with 1–3 deg/min rate down
to –80°C, followed by immersion into liquid nitrogen
(–196°C) [4]. Thawing was done in a 37–40°C water bath
with constant shaking until a solid phase disappeared.

The absolute cell number was counted in Goryaev’s
chamber according to the standard procedure [9]. The
cell survival was determined as the percentage of cell
number in the studied sample with respect to their initial
one prior to any impact (incubation with cryoprotectant,
freeze-thawing).

The viability of CD45+-cells was assessed by the
standard ISHAGE protocol (International Society of
Hematotherapy and Graft Engineering) using a mono-
clonal antibody CD45-FITC and DNA dye 7-aminoac-
tinomycin D (7AAD) [24] by means of flow cytometry.
For this purpose the whole blood (50 µl) was supple-
mented with 10 µl of reagents (FITC-labeled CD45,
clone 2D1 and 7AAD), then mixed and incubated for
15 min at room temperature in the dark. Each tube
was supplemented with 1 ml ammonium chloride
solution (BD, USA), which caused cell lysis. Samples
were analyzed with the CellQuest Pro software (BD).

To determine the amount of the cells with excess
ROS we used the highly specific ROS indicator: dichlo-
rofluorescein diacetate (DCFH2-DA) (Sigma-Aldrich,
USA) [8, 28]. The measurements were carried out
using flow cytometry with FACS Calibur flow cyto-
meter (BD) at 488 nm excitation wavelength and
recording emission at 530 nm. Samples were supple-
mented with DCFH2-DA in a final concentration of
5 µM, and incubated then 30 min at 37°C in the dark.
The measurement results were assessed with the Cell
Quest Pro software (BD) [25]. The cells, the fluores-
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Для визначення кількості клітин із надлишковим
вмістом АФК використовували високоспецифіч-
ний індикатор АФК-дихлорофлуоресцеїн діацетат
(DCFH2-DA) («Sigma-Aldrich») [10, 28]. Вимірю-
вання проводили методом проточної цитофлуо-
риметрії на проточному цитофлуориметрі «FACS
Calіbur» («BD») при довжині хвилі збудження 488 нм
та реєстрацією емісії 530 нм. До проб додавали
DCFH2-DA у кінцевій концентрації 5 мкМ із на-
ступним інкубуванням протягом 30 хв при 37°С у
темряві. Результати вимірювань оцінювали за
допомогою програмного забезпечення «CellQuest
Pro» («BD») [25]. Клітинами з надлишковим вміс-
том АФК у кожній експериментальній групі вва-
жалися ті, флуоресценція яких перевищувала
флуоресценцію ЯВК відразу після виділення з
цільної КК.

Для визначення відстроченої загибелі частину
клітин після розморожування переносили до розчину
Хенкса у співвідношенні 1:10 й інкубували при 37°С
протягом години. Після цього визначали збере-
женість, життєздатність та вміст АФК у клітинах
методом проточної цитофлуориметрії.

Статистичну обробку результатів проводили
методом Стьюдента-Фішера з використанням прог-
рами «Excel» («Microsoft», США) після встанов-
лення нормальності розподілу. Дані представляли
як M ± m. Відмінності вважали статистично зна-
чущими при р < 0,05.

Результати та обговорення
Терапевтична ефективність кріоконсервованих

препаратів КК значною мірою залежить від кількості
збережених клітин та їх функціональної активності
після розморожування [4]. Тому необхідно прово-
дити ретельну оцінку структурно-функціональних
показників гемопоетичних стовбурових клітин КК
після кріоконсервування. Окрім цього, у зв’язку з
обмеженим об’ємом дози КК (не більше 100 мл)
та неможливістю її повторного забору важливо
зберегти максимальну кількість ЯВК, до складу
яких входять і гемопоетичні стовбурові клітини [22].

Від стану клітин перед кріоконсервуванням
залежить результат заморожування-відігріву, тому
визначення показників їх збереженості й життє-
здатності до заморожування необхідне для прогно-
зування результату кріоконсервування.

Раніше зазначалося [9, 19], що основним кріо-
протектором, який використовується для кріоконсер-
вування ЯВК КК, є ДМСО. Проте окрім кріопротек-
торного ефекту він  може впливати на властивості
мембранної поверхні, структурну впорядкованість
ліпідів, конформацію периферичних та інтегральних
білків, а також на метаболічний стан клітин, зокрема,
на інгібування антиоксидантної системи [12]. Внас-
лідок цього в клітинах може збільшитися рівень

cence of which exceeded that of NCs right after
isolating from the whole CB, were considered as having
excess ROS in each experimental group.

To determine a delayed death some cells after
freeze-thawing were transferred into Hanks’ solution
at 1:10 ratio and incubated at 37°C for 1 hr. Then the
survival, viability and ROS content in cells was
determined with flow cytometry.

Our findings were statistically processed with
Student-Fisher test using Excel software (Microsoft,
USA). Differences were considered as stastistically
significant at р < 0,05.

Results and discussion
A therapeutic efficiency of CB cryopreserved

preparations mostly depends on a number of survived
cells and their functional activity after thawing [1].
Therefore a thorough assessment of structural and
functional indices of CB hematopoietic stem cells after
cryopreservation is necessary. In addition, because of
a limited volume of CB dose (no more than 100 ml)
and impossible re-sampling, it is important to preserve
the quality in the maximum possible amount of NCSs,
comprising hematopoietic stem cells inter alia [21].

The freeze-thawing outcome depends on cell state
prior to cryopreservation, therefore it is necessary to
determine their survival and viability indices prior to
freezing in order to estimate the cryopreservation out-
come.

As it has been mentioned previously, the DMSO
is the main cryoprotectant used for CB NCs cryopre-
servation [7, 19]. But, in addition to cryoprotective
effect [11] it may affect the properties of membrane
surface, structural regularity of lipids, conformation
of peripheral and integral proteins, as well as metabolic
cell state, antioxidant system inhibition, in particular.
This may result in an increased ROS level in cells,
which may lead to their further death. Due to this fact,
it is very important that the ROS level in cells meets
the physiological norm [21]. So the determination
of ROS content is one of the key integral parameters
to assess the NCs state and impact on them of incu-
bation in the cryoprotectant solutions of various
concnetrations at equilibration stage [26, 27].

In order to study the influences of concentration
and time span effect on NCs suspension we used
DMSO at 2.5; 5; 7.5 and 10% final concentrations
and incubation time from 0 to 60 min.

Our findings (Fig. 1) on ROS accumulation in the
cells prior to cryopreservation demonstrated the aug-
mentation of cell number with excess ROS to occur
with increasing DMSO concentrations up to 7.5 and
10% as well as incubation time (especially after
30 min), that might indicate an oxidative stress deve-
lopment and/or possible inhibition of endogenous
antioxidant systems, which have to neutralize free
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АФК, що у подальшому може
призвести до їх загибелі. У зв’язку
з цим важливо, щоб рівень АФК
у клітинах відповідав фізіоло-
гічній нормі [21]. Отже, визначен-
ня вмісту АФК є одним із основних
інтегральних параметрів оцінки
стану ЯВК і впливу на них різних
концентрацій кріопротектора на
етапі еквілібрації [26, 27].

З метою вивчення впливу кон-
центраційного й часового чинників
на суспензію ЯВК використову-
вали ДМСО у кінцевій концент-
рації 2,5; 5; 7,5 та 10% і час інкубації
від 0 до 60 хв.

Отримані дані щодо накопи-
чення АФК у клітинах до кріокон-
сервування показали, що з підви-
щенням концентрації ДМСО до
7,5 та 10% і подовженням часу
еквілібрації (особливо після 30 хв)
збільшувалася кількість клітин із
надлишковим вмістом АФК, що
може вказувати на розвиток
окисного стресу та/або можливе

radicals. In this regard, when designing the cryopreser-
vation protocols it is necessary to ensure the minimum
time of cell contact with liquid DMSO phase both prior
to and especially after cryopreservation.

In addition to determine the ROS content in cells
we analyzed the effect of different concentrations of
DMSO solutions and incubation time span with it on
NCs survival and viability. Our findings (Table 1) de-
monstrate an increase in both cryoprotectant concen-
tration (up to 7.5 and 10%) and exposure time with it
(after 45 min) to result in a pronounced reduction of
these indices. Of note is the fact, that DMSO in 2.5
and 5% concentrations affected these indices in a much
less degree, that might be associated with its low and
ultra low concentration.

The cell viability indices in different experimental
groups at the stage of incubation with DMSO did not
significantly differ. A significant decrease in this index
was observed after equilibration with 10% DMSO
within 30 min (Table 1).

Since our research demonstrated the augmentation
of ROS content during CB NCs equilibration with
DMSO, it would be expedient then to use the substance
capable to either ‘scavenge’ free radicals or neutralize
the source of their origin. One of these substances is
AC, an antioxidant effect of which is stipulated by the
presence of free thiol group, interacting with electro-
philic groups of free radicals and reactive oxygen meta-
bolites. This substance inactivates virtually all the species
of active oxygen metabolites, including the most reactive

Рис. 1. Кількість ЯВК КК із надлишковим вмістом АФК залежно від
концентрації ДМСО та часу еквілібрації до кріоконсервування:  – 2,5%
ДМСО;  – 5% ДМСО; 

123
123
123 – 7,5% ДМСО;  – 10% ДМСО; * – результати

відрізняються від нульової точки інкубації з ДМСО, р < 0,05.
Fig. 1. CB NCs amount with excess ROS depending on DMSO concentration
and equilibration time prior to cryopreservation:  is 2.5% DMSO;  – 5% DMSO;
123
123
123 – 7,5% DMSO;  – 10% DMSO;  * –  significant differences comparing to
zero point of incubation with DMSO, р < 0.05.
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пригнічення ендогенних антиоксидантних систем,
які нейтралізують вільні радикали (рис. 1). У зв’язку
з цим під час розробки протоколів кріоконсер-
вування необхідно забезпечити мінімальний час
контакту клітин із ДМСО як до, так й особливо після
кріоконсервування.

Окрім визначення вмісту АФК у клітинах ми
проаналізували вплив різних концентрацій ДМСО
та часу еквілібрації з ним на збереженість і життє-
здатність ЯВК. Отримані дані (табл. 1) вказують
на те, що збільшення як концентрації кріопро-
тектора (до 7,5 та 10%), так і часу експозиції з ним
(після 45 хв) призводить до вираженого зниження
цих показникiв. Слід зазначити, що ДМСО у кон-
центраціях 2,5 та 5% значно менше впливав на них,
що може бути пов’язано з низькою концентрацією
кріопротектора.

Показники життєздатності клітин різних експе-
риментальних груп на етапі еквілібрації з ДМСО
між собою значуще не відрізнялися. Значне зниження
даного показника спостерігалося пiсля еквілібрації
з 10% ДМСО впродовж 30 хв (табл. 1).

Оскільки в нашій роботі показано збільшення
вмісту АФК під час еквілібрації ЯВК КК із ДМСО,
то було доцільним використовувати речовину, яка
здатна «перехоплювати» вільні радикали або ней-
тралізувати джерело їх виникнення. Однією з таких
речовин є АЦ, пряма антиоксидантна дія якого обу-
мовлена наявністю вільної тіольної групи, що взає-
модіє з електрофільними групами вільних радикалів

* *
* * * *

*
*

*

*

*

*
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і реактивними кисневими метаболітами. Ця речо-
вина інактивує практично всі форми активних мета-
болітів кисню, в тому числі найбільш реакційні.
Непряма антиоксидантна дія препарату зумовлена
розпадом АЦ із утворенням амінокислоти цистеїну,
яка стимулює синтез глутатіону та посилює актив-
ність глутатіон-S-трансферази. Дані речовини
беруть активну участь в антиоксидантному захисті
клітин і процесах відновлення дисульфідних зв’язків
[8, 23].

Для з’ясування оптимальної концентрації АЦ
раніше були проведені експерименти з вивчення
антиоксидантної дії різних його концентрацій: 5; 10;
15 і 30 мМ [1, 2, 5]. Результати експериментів
показали, що концентрації 5 та 30 мМ розчину АЦ
під час додавання до суспензії клітин, інкубованих
із різними концентраціями ДМСО, незалежно від
концентрації кріопротектора не проявляли антиок-
сидантної дії, а у випадку використання концентрації
30 мМ навіть спостерігався прооксидантний ефект.
У концентраціях 10 та 15 мМ АЦ зменшувалася кіль-
кість клітин із надлишковим вмістом АФК і, як нас-
лідок, відбувався цитопротекторний вплив, на що
вказували показники збереженості, які спостері-
гаються при високих концентраціях ДМСО. Для нас-
тупної серії експериментів використовували концент-
рацію 10 мМ, оскільки вона виявилася кращою [8].

Проведені дослідження дозволили встановити,
що АЦ, доданий до середовища з ДМСО, сприяв
зменшенню кількості клітин із надлишковим вмістом
АФК (табл. 2), а також підвищенню їх збереженості
та життєздатності (табл. 3). Варто зазначити, що
подовження як часу інкубації, так і концентрації

ones. Indirect antioxidant effect of this drug is stipulated
by the AC decay, which stimulates glutathione synthesis
and strengthens glutathione-S-transferase activity.
These substances are actively involved into cell anti-
oxidant protection and disulfide bond renewal [6, 23].

Previously, to elucidate the AC optimal concentra-
tion the experiments on studying an antioxidant effect
of its different concentrations: 5; 10; 15 and 30 mmol/L,
were carried out [2, 3, 17]. The findings showed 5 and
30 mmol/L AC concentrations of AC solutions as not
manifesting antioxidant action while adding to cell
suspension, incubated with different DMSO concentra-
tions, irrespective of cryoprotectant concentration,
moreover in case with 30 mmol/L a prooxidant effect
was observed. The AC at 10 and 15 mmol/L concentra-
tions reduced a cell number with excess ROS, and as
a result, had a cytoprotective effect, as indicated by
the survival indices, observed at high concentrated
DMSO. For the next series of experiments we used
10 mmol/L concentration, as it occurred to be the most
suitable [6].

The performed studies enabled establishing the fact,
that the AC supplemented to the medium with DMSO,
contributed to reduce a cell number with excess ROS
(Table 2), as well as to enhance their survival and viability
(Table 3). It should be noted that the augmentation of
both incubation time and cryoprotectant concentration
results in an increased number of cells with excess
ROS. However, in the samples with 10 mmol/L these
changes were less pronounced, even after increasing
the cryoprotectant concentration up to 7.5 and 10%.
Thus, the AC introduction into the NCs incubated with
DMSO may play a key role in keeping lipid assymetry

Таблиця 1. Збереженість та життєздатність ЯВК КК (%) залежно від концентрації
ДМСО та часу еквілібрації до кріоконсервування (M ± SE)

Table 1. CB NCs survival and viability (%) depending on DMSO concentration
and equilibration time prior to cryopreservation (M ± SE)

Примітка: * – результати статистично значущі по відношенню до нульової точки інкубації з ДМСО, р < 0,05.
Note: * –  significant differences comparing to zero point of incubation with DMSO, р < 0.05.
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кріопротектора призводило до
збільшення кількості клітин із
надлишковим вмістом АФК.
Проте у пробах із концентра-
цією 10 мМ ці зміни були менш
виражені навіть пiсля підви-
щення концентрації кріопротек-
тора до 7,5 та 10%. Таким чи-
ном, введення АЦ до ЯВК, інку-
бованих з ДМСО, може грати
ключову роль у збереженні лі-
підної асиметрії мембран як на
етапі підготовки до кріоконсер-
вування, так і після заморожу-
вання-відігріву.

Найбільш небезпечними ета-
пами для клітин під час кріокон-
сервування є заморожування та
розморожування [8]. Тому нас-
тупним завданням нашої роботи
було оцінити ефективність кріо-
консервування ЯВК КК в кріоза-
хисних розчинах, які містять різні
концентрації ДМСО та 10 мМ
АЦ.

Отримані результати (табл. 4)
продемонстрували збільшення
кількості клітин із надлишковим
вмістом АФК, кріоконсервова-
них із 2,5 та 5% ДМСО без до-
давання АЦ, порівняно з даними
до кріоконсервування з точкою
інкубації 30 хв (відрізок часу від
обробки клітин кріопротектором
до заморожування) (див. табл. 2).
Низький відсоток клітин із над-

of membranes both at the preparation stage prior to
cryopreservation and after freeze-thawing.

Freezing and thawing are the most dangerous stages
for cells during cryopreservation [6]. So the next task
in our study was to assess the efficiency of CB NCs
cryopreservation in cryoprotective solutions containing
differently concentrated DMSO and 10 mmol/L AC.

Our findings (Table 4) showed an increased cell
number with excess ROS, cryopreserved with 2.5 and
5% DMSO without AC supplement as compared to
the data prior to cryopreservation with a 30 min incuba-
tion point (time interval from cell treatment with cryo-
protectant to freezing) (see Table 2). A low percentage
of cells with excess ROS in the sample, cryopreserved
with 2.5% DMSO, was apparently stipulated by a sig-
nificant cell disintegration (see Table 3). This testifies
to the fact that only the cells with maximum cryoresis-
tance remained in a sample. After freezing with 7.5
and 10% DMSO no significant differences between
these groups were found.

Таблиця 2. Кількість ЯВК КК (%) із надлишковим вмістом АФК залежно
від концентрації ДМСО та часу інкубації при додаванні 10 мМ АЦ  до

кріоконсервування (M ± SE)
Table 2. CB NCs number (%) with excess ROS depending on DMSO

concentration and equilibration time when supplementing with 10 mmol/L
AC prior to cryopreservation (M ± SE)

Примітка: * – результати статистично значущі по відношенню до нульової точки
інкубації з ДМСО; # – різниця статистично значуща по відношенню до відповідної
групи без внесення АЦ; р < 0,05.
Note: * – results are significant in respect to zero point of incubation with DMSO; # –
difference is statistically significant in respect to corresponding group without AC; р < 0.05.

лишковим вмістом АФК у пробі, кріоконсервованій
із 2,5% ДМСО, вочевидь зумовлений значною
руйнацією клітин (див. табл. 3). Це свідчить про
те, що у зразку залишилися максимально кріостійкі
клітини. Після заморожування з ДМСО в концент-
раціях 7,5 і 10% значущих відмінностей між цими
групами виявлено не було.

У зразках, кріоконсервованих із додаванням АЦ,
спостерігалася менша кількість клітин із надлиш-
ковим вмістом АФК по відношенню до відповідних
груп, кріоконсервованих без антиоксиданту (за вик-
люченням 2,5% ДМСО). Їх кількість була значуще
нижчою у 2,5 рази порівняно з відповідними гру-
пами без внесення антиоксиданту. Найкращі ре-
зультати отримано в зразках, кріоконсервованих із
7,5 та 10% розчином ДМСО, що повністю відпо-
відає даним щодо збереженості та життєздатності.

Результати аналізу збереженості клітин після
кріоконсервування (табл. 4) продемонстрували
зниження цього показника та зворотну залежність
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ЦА+ОСМД
CA+OSMD *65,0±7 66,0±6 *29,0±8 *16,0±2,11

03

ОСМД
OSMD *2,1±4,9 *5,1±2,01 *8,1±9,31 *6,2±7,81

ЦА+ОСМД
CA+OSMD *66,0±2,7 # *94,0±7,9 *27,0±4,21 *9,0±3,51

54

ОСМД
OSMD *8,1±7,51 *6,1±3,61 *1,2±4,12 *9,2±1,03

ЦА+ОСМД
CA+OSMD *18,0±3,41 *9,0±9,21 # -94,0±7,61

*#
-87,0±4,22

*#

06

ОСМД
OSMD *1,2±9,41 *8,1±8,51 *5,2±3,02 *2,3±9,82

ЦА+ОСМД
CA+OSMD *27,0±7,41 *66,0±4,61 *66,0±6,91 *12,2±4,72
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між числом збережених клітин і кількістю клітин
із надлишковим вмістом АФК (за винятком зразка
з 2,5% ДМСО, у якому відбулося надмірне руйну-
вання клітин). У зразках, кріоконсервованих без АЦ
із визначеним максимальним вмістом АФК, спосте-
рігалася найменша збереженість клітин. Це є ре-
зультатом застосування неефективної (низької або
наднизької) концентрації кріопротектора за цієї
програми кріоконсервування. Найкращі показники
збереженості були після використання 7,5 та 10%
розчину ДМСО.

Заморожування ЯВК у середовищах, які містять
10 мМ АЦ, забезпечувало більш високі показники
збереженості ЯВК КК порівняно з відповідними
контрольними групами без АЦ за виключенням
проб, кріоконсервованих із наднизькою (2,5%) кон-
центрацією кріопротектора.

Аналіз відсоткового вмісту життєздатних клітин
показав його зниження після кріконсервування,
однак не виявив значущих відмінностей між експе-
риментальними групами (табл. 4). Проте під час
перерахунку на кількість збережених клітин (рис. 2)
було з’ясовано, що кріоконсервування з АЦ значуще
підвищує загальну кількість життєздатних ЯВК у
пробах, кріоконсервованих із ДМСО у концентра-
ціях 7,5 та 10%.

Таким чином, отримані результати вказують на
те, що кріоконсервування ЯВК КК із 7,5 та 10%
ДМСО у присутності 10 мМ АЦ забезпечує
найкращі досліджувані показники серед усіх оці-
нюваних комбінацій (табл. 4).

На наступному етапі нами була проведена
оцінка відстроченої загибелі клітин після розморо-
жування. Для цього ми застосували підхід із пере-
несення ЯВК КК до умов, наближених до фізіоло-
гічних. В експерименті ми використовували просту

In the samples cryopreserved with AC we obser-
ved a lower number of cells with excess ROS with
respect to the corresponding groups with no antioxidant
(except 2.5% DMSO). Their number was significantly
lower in 2.5 times as compared to the corresponding
antioxidant-free groups. The best results were obtained
in those samples, cryopreserved with 7.5 and 10%
DMSO solution, which completely coincided with the
survival and viability data.

The results of cell survival analysis after cryopre-
servation (Table 4) demonstrated a decrease in this
index and an inverse relationship between a number
of survived cells and the excess ROS cell amount
(except the sample with 2.5% DMSO, where an excess
cell disintegration occurred). The lowest survival of
cells was observed in the AC-free cryopreserved
samples with the determined maximum ROS content.
This results from applying an inefficient (either low or
extremely low) cryoprotectant concentration in this
cryopreservation protocol. The highest survival indices
were obtained after using 7.5 and 10% DMSO solution.

The NCs freezing in the media containing 10 mmol/
L AC provided higher indices of CB NCs survival as
compared to the corresponding AC-free control groups,
excluding those samples, cryopreserved with extremely
low (2.5%) cryoprotectant concentration.

Analysis of a percentage of viable cells showed
the reduction of this index after cryopreservation, but
no significant differences between experimental groups
were revealed (Table 4). However, in terms of the
absolute number of survived cells (Fig. 2), the cryo-
preservation with AC was found to significantly
increase the total number of viable NCs in the samples
cryopreserved with 7.5 and 10% DMSO.

Thus, our findings indicate the NCs cryopreserva-
tion with 7.5 and 10% DMSO in presence of 10 mmol/L

Таблиця 3. Збереженість і життєздатність ЯВК КК (%) при різному часі еквілібрації з ДМСО при додаванні
10 мМ АЦ до кріоконсервування (M ± SE)

Table 3. Survival and viability of CB NCs (%) at different equilibration time with DMSO when supplementing
with 10 mmol/L AC prior to cryopreservation (M ± SE)

Примітка: * – результати статистично значущі по відношенню до нульової точки інкубації з ДМСО, р < 0,05.
Note: * –  significant differences comparing to zero point of incubation with DMSO, р < 0.05.
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03 7,0±4,89 8,0±7,89 7,1±0,69 *7,2±3,19 3,1±2,79 8,1±7,59 4,3±7,49 7,2±0,39
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модель, відтворюючи тільки ос-
новні принципи трансфузії: розве-
дення деконсервованої клітинної
суспензії, яке відбувається при-
родним чином у кровоносному
руслі реципієнта; ізоосмотичність
середовища та температура інку-
бації (37°С). Підтримання темпе-
ратури 37°С протягом усього пе-
ріоду інкубації клітин – важливий
фактор, що дозволяє виявити по-
рушення метаболізму, оскіль-
ки збереження клітин в умовах
більш низьких температур маскує
можливий дисбаланс у клітинному
метаболізмі у зв’язку з уповіль-
ненням функціональної активності
практично всіх процесів під час
зниження температури. Слід
зазначити, що відносна нетрива-
лість даного експерименту (годи-
на) здатна забезпечити цілком
задовільні умови для оцінки ста-
більності кріоконсервованих ЯВК
КК у наближених до фізіологічних
умовах.

Під час аналізу результатів
збереженості та життєздатності
клітин після перенесення до фізіо-
логічних умов протягом години

Таблиця 4. Збереженість, життєздатність і кількість клітин із надлишковим
вмістом АФК у ЯВК КК (%) після заморожування залежно

від концентрації ДМСО та 10 мМ АЦ (М ± SЕ)
Table 4. Survival, viability and number of cells with excess ROS in CB NCs (%)

after freezing depending on DMSO concentrations
and 10 mmol/L AC (М ± SЕ)
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Рис. 2. Кількість життєздатних ЯВК КК після кріоконсервування з різною
концентрацією ДМСО і N-ацетил-L-цистеїном у концентрації 10 мМ з
урахуванням абсолютної кількості збережених клітин:  – без внесення
АЦ,  – в присутності АЦ; * – різниця статистично значуща по відношенню
до відповідної групи, кріоконсервованої без внесення АЦ (р < 0,05).
Fig. 2.  CB NCs amount after cryopreservation with different concentrations of
DMSO and 10 mmol/L AC taking into account the absolute number of survived
cells:  – with no AC supplement,  – in AC presence; * – difference is statis-
tically significant in respect to the corresponding  group of cells cryopreserved
without  AC (р < 0.05).

*

*

*

Примітка: * – результати статистично значущі по відношенню до нульової точки
інкубації з ДМСО, р < 0,05.
Note: * –  significant differences comparing to zero point of incubation with DMSO,
р < 0.05.

AC provides the best studied indi-
ces among all the investigated
combinations.

As a next stage we assessed a
delayed cell death after thawing.
For this purpose, we used the ap-
proach with transferring CB NCs
into conditions close to physiologi-
cal ones. In the experiment we
used a simple model, reproducing
thereby only the basic features of
transfusion: dilution of frozen-
thawed cell suspension, which pro-
ceeded naturally in a recipient’s
blood stream; medium isoosmolality
and incubation temperature (37°C).
The maintenance of 37°C tempe-
rature within all the period of cell
incubation is an important factor
enabling to reveal metabolic disor-
ders, since the cell survival under
lower temperatures masks a pos-
sible imbalance in cell metabolism
due to the slowdown of functional
activity of virtually all the processes
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5,2

ОСМД
OSMD 7,3±2,74 1,5±8,12 2,1±1,21

ЦА+ОСМД
CA+OSMD 2,7±0,05 2,3±5,32 *0,3±7,61

5

ОСМД
OSMD 7,2±2,36 9,3±2,57 7,4±5,92

ЦА+ОСМД
CA+OSMD *8,2±3,27 7,3±5,47 *3,2±1,21

5,7

ОСМД
OSMD 2,3±1,27 2,4±5,87 2,3±6,02

ЦА+ОСМД
CA+OSMD *3,4±9,38 9,3±1,08 *5,1±7,8

01

ОСМД
OSMD 1,2±4,37 1,3±9,67 9,1±2,12

ЦА+ОСМД
CA+OSMD *9,5±6,48 9,2±8,77 *9,0±3,8
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було виявлено (табл. 5), що ці
показники були мінімальні у зраз-
ках, кріоконсервованих із ДМСО
у концентрації 5 та, особливо,
2,5%. У даних експерименталь-
них групах втрати абсолютної
кількості клітин були значуще
вищими, ніж відразу після розмо-
рожування. Найкращі результа-
ти були отримані з 7,5 та 10%
ДМСО. При даних концентраціях
зниження показників збереженос-
ті та життєздатності було менш
вираженим у порівнянні з іншими
експериментальними групами.

Мінімальну кількість клітин із
надлишковим вмістом АФК спо-
стерігали після кріоконсервуван-
ня з 2,5% ДМСО, а максималь-
ну – з 10%. Це можна пояснити
тим, що при використанні низької
концентрації ДМСО відбувалася
втрата значної кількості клітин
(що відповідає даним щодо збе-
реженості та життєздатності).

Аналіз кількості життєздат-
них ЯВК з урахуванням абсо-
лютної кількості збережених
клітин показав (див. рис. 3), що
кріоконсервування з 10 мМ АЦ

during temperature reduction. It
should be noted that a relative
short duration of this experiment
(1 hr) is capable to provide comp-
letely satisfactory conditions to
assess the cryopreserved CB NCs
stability under conditions close to
physiological ones.

Analysis of the results of cell
survival and viability after trans-
ferring into physiological condi-
tions for an hour (Table 5) revea-
led that the indices were minimal
in the samples cryopreserved with
DMSO in 5 and especially 2.5%
concentrations. In these samples
the losses of absolute cell number
were significantly higher than right
after thawing. The best results
were obtained with 7.5 and 10%
DMSO. With these concentrations
a decrease in survival and viability
indices was less pronounced as
compared to other experimental
groups.

Таблиця 5. Збереженість, життєздатність і кількість клітин із надлишковим
вмістом АФК у ЯВК КК (%) після заморожування залежно від концентрації

ДМСО та 10 мМ АЦ (М ± SЕ)
Table 5. Survival, viability and number of cells with excess ROS in CB NCs (%)

depending on DMSO concentration and 10 mmol/L AC after freezing and
transferring into conditions close to physiological  ones (М ± SЕ)
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Рис. 3. Кількість життєздатних ЯВК КК після кріоконсервування та пере-
несення до умов, наближених до фізіологічних, з різною концентрацією ДМСО
і  АЦ  у концентрації 10 мМ з урахуванням абсолютної кількості збережених
клітин:   – без внесення АЦ,  – у присутності АЦ; * – різниця статистично
значуща по відношенню до відповідної групи клітин, кріоконсервованих без
внесення АЦ (р < 0,05).
Fig. 3. Number of viable CB NCs after cryopreservation and transfer into condi-
tions close to physiological ones with differently concentrated DMSO and 10
mmol/L AC taking into account the absolute values of survived cells:  – with no
AC supplement,  – in AC presence; * – difference is statistically significant in
respect to the corresponding  group of cells cryopreserved  without  AC (р < 0.05).
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та наступне перенесення до фізіологічних умов
після розморожування забезпечувало збереження
більшої кількості клітин в усіх експериментальних
пробах. У даній концентрації АЦ здатний значно
підвищувати (у 1,5 рази) показник життєздатності
під час використання низької та наднизької кон-
центрації кріопротектора (5 і 2,5%), тобто за менш
сприятливих умов кріоконсервування. Однак
додавання АЦ до суспензії клітин із більш висо-
кими концентраціями ДМСО (7,5 і 10%) також
підвищувало рівень життєздатних клітин при
перерахунку на кількість збережених клітин. При
цьому кількість клітин із надлишковим вмістом
АФК у даних групах також була нижчою порівняно
з пробами, які кріоконсервували без внесення АЦ
(табл. 5).

Таким чином, отримані дані можуть вказувати
на те, що АЦ попереджає порушення функціонуван-
ня антиоксидантних процесів у клітинах, що сприяє
зниженню рівня АФК та запобігає розвитку окис-
ного стресу. Кріоконсервування ЯВК КК із 10 мМ
АЦ та 7,5 і 10% ДМСО сприяє значному збільшен-
ню кількості збережених та життєздатних клітин
після розморожування.

Висновки
1. Аналіз накопичення АФК у ЯВК КК показав,

що зі збільшенням концентрації ДМСО та часу
еквілібрації з ним підвищується кількості клітин із
надлишковим вмістом АФК.

2. Процес кріоконсервування ЯВК КК у присут-
ностi ДМСО призводить до збільшення кількості
клітин із надлишковим вмістом АФК, що, в свою
чергу, впливає на зниження показників збереже-
ності та життєздатності.

3. Додавання до суспензії клітин N-ацетил-L-
цистеїну дозволило знизити вміст АФК і, як наслідок,
покращити показники збереженості та життєздат-
ності ЯВК КК на всіх етапах кріоконсервування.

The minimum number of cells with excess ROS
was observed after cryopreservation with 2.5%
DMSO, but the maximum one with 10%. This fact
may be explained by the loss of a significant number
of cells, occurred with low concentrated DMSO use
(that coincided with survival and viability data).

The analysis of viable NCs number, with respect
to the absolute number of survived cells, demonstrated
(see Fig. 3) the cryopreservation with 10 mmol/L AC
and subsequent transfer into physiological conditions
after thawing to ensure the survival of a higher cell
number in all the experimental samples. In this con-
centration the AC may significantly augment (in 1.5
times) the viability index when using low and ultralow
cryoprotectant concentration (5 and 2.5%), i. e. under
less favorable cryopreservation conditions. However,
the AC supplement to cell suspension with higher
concentrations of DMSO (7.5 and 10%) also aug-
mented the level of viable cells in terms of absolute
number of survived cells. A cell number with excess
ROS in these groups was herewith also lower as
compared to the AC-free cryopreserved samples
(Table 5).

Thus, our findings may suggest AC to prevent a
disordered functioning of antioxidant processes in cells,
reducing thereby the ROS level and preventing oxi-
dative stress development. The CB NCs cryopreser-
vation with 10 mmol/L AC, 7.5 and 10% DMSO
promotes a significant increase in cryopreservation
efficiency.

Conclusions
1. Analysis of ROS accumulation in CB NCs de-

monstrated the augmentation of cell number with
excess ROS to occur with increasing DMSO concent-
rations and incubation time span.

2. The CB NCs cryopreservation in DMSO pre-
sence resulted in an increased cell number with excess
ROS, which in turn led to a decrease in survival and
viability indices.

3. The N-acetyl-L-cysteine supplement to cell
suspension enabled reducing ROS content and, con-
sequently, improving the survival and viability indices
of CB NCs at all the stages of cryopreservation.
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