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Проблема лікування запально-дегенеративних захворювань центральної 
нервової системи (ЦНС) людини актуальна. Прогрес в лікуванні цих 
захворювань пов’язують з розвитком клітинних технологій. Одними з 
найперспективніших для використання в клінічній практиці є клітини 
вартонових драглів пуповини (пупкового канатика), при отриманні яких 
не виникає морально-етичний конфлікт, процедура їх виділення досить 
проста. Зважаючи на перспективи клінічного застосування мезенхімальних 
стовбурових клітин (МСК) пуповини людини, постає питання вибору 
оптимального методу їх тривалого зберігання (кріоконсервування), 
зокрема, режиму заморожування, виду кріопротектора, тривалості 
зберігання. Проаналізовані огляди літератури останніх років про способи 
кріоконсервування МСК, зокрема, отриманих з тканини пуповини 
людини.
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The problem of treating inflammatory and degenerative lesions of the central 
nervous system remains relevant. In recent years, advances in the treatment 
of diseases are associated with the development of cellular technology. The 
umbilical cord stem cells exhibit the most promise for use in clinical practice. 
Its recovery does not raise any moral and ethical conflicts, and the culturing 
process is quite simple. The prospect of clinical application of human umbilical 
cord mesenchymal stem cells raises a question of choosing the optimal method 
for long-term storage (cryopreservation) considering freezing mode, type 
of cryoprotectants and storage time. This review focuses on the analysis of 
recent papers about cryopreservation of mesenchymal stem cells, including 
umbilical cord stem cells.
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Проблема лечения воспалительно-дегенеративных заболеваний ЦНС 
человека актуальна. Прогресс в лечении таких заболеваний связывают 
с развитием клеточных технологий. Одними из наиболее перспективных 
для использования в клинической практике являются клетки вартонового 
геля пуповины человека, при получении которых не возникает морально-
этический конфликт, процедура их выделения достаточно проста. Исходя 
из перспектив клинического применения МСК пуповины человека, 
следует рассматривать вопросы выбора оптимального метода длительного 
хранения (криоконсервирования) МСК с учетом режима замораживания, 
вида криопротектора, продолжительности хранения. Проанализированы 
данные литературы последних лет о способах криоконсервирования МСК, 
в том числе полученных из ткани пуповины человека.

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки; мультипотентные 
клетки; криоконсервирование; криопротекторы; диметилсульфоксид.
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Вступ. Проблема лікування запально-дегене-
ративних захворювань ЦНС людини актуальна і 
потребує подальших новаторських рішень. Прогрес 
у лікуванні цих захворювань пов’язують з розвитком 
клітинних технологій. У теперішній час досягнуті певні 
успіхи у вивченні можливості впливу за допомогою 
клітин-прогеніторів різного походження (нейрогенні 
стовбурові клітини фетального мозку, гемопоетичні 
стовбурові клітини) на деструктивний аутоімунітет, 
нейротрофічні процеси. Проте, застосування цих клі-
тин має деякі обмеження, в тому числі біоетичні [1]. 

Регенеративна медицина з кожним роком пот-
ребує все більшої гарантії безпечності та ефектив-
ності клітинної терапії, тому обрання оптимальних 
джерел клітин є одним з її ключових етапів. Сьогодні 
в клітинній терапії використовують різноманітні клі-
тини (як дорослого організму, так і ембріональні), 
особливе місце серед яких посідають мезенхімальні 
стовбурові (мультипотентні стромальні) клітини 
(МСК). Це зумовлене, насамперед, їх імунокоригу-
вальними властивостями, здатністю диференціюва-
тись в декілька типів клітин, можливістю отримання 
великої кількості клітин за короткий час, відносною 
простотою культивування. Опубліковані дані про ви-
явлення та успішне виділення МСК практично з усіх 
тканин організму, проте, основну увагу приділяють 
таким джерелам клітин, як кістковий мозок, жирова 
тканина, провізорні ембріональні тканини (плацента, 
пуповина тощо). Одними з найперспективніших для 
використання в клінічній практиці є клітини варто-
нових драглів пуповини (пупкового канатика), які,  
на відміну від кісткового мозку та жирової тканини, 
містять клітини, що збереглися з ранніх етапів ем-
бріогенезу [2].

При отриманні клітин з пуповини не виникає 
морально-етичний конфлікт, процедура ізолювання 
МСК з пупкового канатика досить проста. В дослідах 
на тваринах після імуносупресії доведено, що внут-
рішньовенне або підшкірне введення таких клітин не 
спричиняє їх відторгнення або критичного негативно-
го впливу. На звичайних тваринах без імуносупресії 
показано, що принаймні одноразова трансплантація 
ксеногенних клітин вартонових драглів пуповини 
можлива без їх негайного відторгнення. Дані літе-
ратури свідчать про більш виражені імуносупресивні 
властивості МСК пуповини у порівнянні з аналогіч-
ними клітинами з інших джерел, що, поряд з іншими 
перевагами, обгрунтовує перспективність їх вико-
ристання в регенеративній медицині [3].

Зважаючи на перспективи клінічного застосу-
вання МСК пуповини людини, постає питання щодо 
вибору оптимального методу тривалого зберігання 
(кріоконсервування) МСК, режиму заморожування, 
виду кріопротектора, тривалості зберігання. 

В останні роки відзначають активний розвиток 
технологій збереження клітин і тканин. Найчастіше 
для їх збереження застосовують метод кріоконсер-
вування. Значний досвід накопичений у приватних 
та публічних кріобанках, де зберігають кістковий 
мозок, пуповинну кров, пуповину, жирову тканину, 
пульпу молочних зубів та інші тканини, з яких можна 
отримати клітини, а також безпосередньо клітинний 
матеріал: гемопоетичні стовбурові клітини (ГСК), МСК, 
ендотеліальні клітини, гамети тощо [2, 4]. 

Існують кілька підходів до кріозбереження. 
Процес заморожування можна розділити за швидкістю 
на стрімке та повільне (у тому числі програмоване). 
Агентом, що забезпечує низьку температуру може 
бути як рідкий азот, так і його газова фаза. 

Окремо слід виділити підходи до підбору кріопро-
тектора — речовини, що забезпечує збереження 
властивостей клітини у незміненому вигляді протя-
гом періоду кріоконсервації. У цьому питанні єдиної 
думки немає. Так, вже протягом тривалого часу для 
кріоконсервування клітин застосовують диметилсуль-
фоксид (ДМСО), механізми діє якого добре вивчені. 
Цей кріоконсервант є стандартним і для комерційного 
збереження клітин, і для наукових досліджень. Проте, 
при застосуванні ДМСО як кріопротектора, навіть в 
мінімальних дозах, можливе виникнення небажаних 
реакцій, тому препарат не сертифікований для за-
стосування в лікуванні пацієнтів. Це спонукало до 
пошуку альтернативних речовин, здатних захищати 
клітину від пошкодження, зумовленого наднизькою 
температурою, та бути безпечними для подальших 
маніпуляцій з клітинами, у тому числі для введення 
в організм пацієнта [5].

Також важливим елементом кріопротекторно-
го розчину є джерело факторів росту або білків 
— сироватка, збагачена тромбоцитами плазма або 
альбумін. Різноманіття розчинів зумовлене великою 
кількістю можливих поєднань концентрації зазначе-
них компонентів.

Проаналізовані дані літератури останніх років 
щодо способів кріоконсервування МСК, в тому числі 
отриманих з тканин пуповини людини, адже, саме це 
джерело МСК сьогодні визнане оптимальним.

Кріопротектори. За принципами дії розрізняють 
кріопротектори, що проникають крізь мембрану у 
клітину, та такі, що створюють певні умови навколо 
клітини. До першої групи належать гліцерил, про-
пілен гліколь, етилен гліколь, формамід, метанол, 
бутандіол, ДМСО [6–8]. Всі ці речовини у різні часи 
випробовували як кріопротектори для збереження 
органів, тканин і клітин. Проте, застосування кожно-
го з проникних кріопротекторів зумовлює різні типи 
пошкодження клітин, що виникають в основному 
внаслідок руйнування мембрани клітин, підвищення 
рівня окисного стресу або через осмотичний шок. Є 
відомості про зменшення індивідуальної токсичності 
кожного кріопротектора за їх комбінованого застосу-
вання. Механізми такої взаємодії недостатньо вивчені 
[8, 9]. Наявність деяких недоліків і при застосуванні 
ДМСО спонукає до пошуку альтернатив. ДМСО нале-
жить до групи проникних речовин, тому забезпечує 
максимальне підтримання властивостей клітини, за 
його високої концентрації виникають побічні реакції 
при подальшому застосуванні розмороженого клі-
тинного матеріалу у клініці [6–9]. Проблемою також 
є залежність токсичної дії ДМСО від температури. 
Так, за кімнатної температури ДМСО у концентрації, 
що застосовують під час кріоконсервування, досить 
швидко проявляє цитотоксичну дію, саме тому у біль-
шості протоколів кріоконсервування для клінічного 
застосування рекомендують додавати кріопротектор 
не раніше ніж за 5–10 хв до заморожування [6–10]. 
До речовин, що вважають безпечнішими замінниками 
ДМСО, належать дисахариди (у тому числі трегалоза 
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та ін.). Проте, вони належать до непроникних кріопро-
текторів і, без участі проникного агенту, не забез-
печують повний захист від утворення кристаликів 
льоду [6, 7]. Тому більшість дослідників схиляються 
до думки, що концентрація ДМСО у кріопротекторному 
розчині має бути знижена, і до складу такого розчи-
ну слід додавати дисахариди [6–10]. Відрізняються 
співвідношення кріопротектора та джерела факторів 
росту при збереженні вже виділених із матеріалу 
клітин (МСК, ГСК) та самої тканини — джерела для 
подальшого отримання первинної культури. 

Показаний вплив ДМСО як на характеристики 
клітин після розмороження, так і на стан пацієнта, 
якому введено дозу таких клітин. Важливим аспектом 
ефективності МСК є здатність до імуномодуляції. У 
цілому здатність пригнічувати або активувати імунну 
відповідь після розмороження зберігається, проте, 
виявлені і деякі зміни, пов’язані з активацією білків 
теплового шоку. Важливою є і здатність до індукова-
ного диференціювання. Цей параметр не змінюється, 
хоча є дані про зниження здатності до адипо- та ос-
теогенезу МСК, отриманих з стромально-васкулярної 
фракції жирової тканини після розмороження. Також 
відзначають підвищення схильності МСК до дифе-
ренціювання у напрямку кардіоміоцитів та нейронів, 
хоча цей феномен можна застосовувати і з користю. 
Життєздатність клітин максимальна саме при застосу-
ванні ДМСО у порівнянні з іншими кріопротекторами: 
ДМСО — понад 80%, гліцерилу — 70–80%, трегалози 
— 30–40%, цукрози — 20–30%. Здатність до експресії 
поверхневих маркерів та морфологічні особливості 
МСК після розмороження змінюються, проте, існує 
загроза нестабільності хромосом після застосування 
ДМСО [6–13]. Функціонально яскравим показником 
ефективності МСК слід вважати здатність до хоумін-
гу. Досліджень з вивчення цього аспекту небагато, 
проте, в деяких з них стверджується про зменшення 
здатності до хоумінгу внаслідок змін взаємодії з де-
якими елементами позаклітинного матриксу. З побіч-
них реакцій, частота яких становить близько 50% у 
тварин та людини після введення кріозбережених з 
використанням ДМСО МСК, найбільш часті: нудота, 
блювання, діарея, біль у животі, головний біль, зни-
ження та підвищення артеріального тиску. Значно 
рідше, проте, задокументовані й більш серйозні стани, 
спричинені порушеннями серцево-судинної та дихаль-
ної систем: аритмія, пригнічення дихання, фатальне 
порушення ритму серця, обернена лейкоенцефа-
лопатія та навіть інсульт. Описана смерть пацієнта 
після введення другої дози кріоконсервованих з ДМСО 
МСК, введених у строки до 24 год після першої інфузії 
[6–8]. В літературі є повідомлення і про спричинене 
ДМСО вивільнення гістаміну, активацію каспаз під час 
розмороження клітин [6–8].

З альтернативних речовин, що застосовують для 
того, щоб повністю позбутися ДМСО або хоча б знач-
но зменшити його концентрацію у середовищі для 
кріозбереження, описують поєднане використання 
непроникних кріопротекторів, найчастіше — сахарів, 
зокрема, гідроксиетилкрохмалю з сорбітолом та 
декстраном. Цікаво, що поодинці ці компоненти не 
проявляли достатнього захисного впливу на кліти-
ни, також не впливали на ефект при застосуванні у 
поєднанні кожної речовини з ДМСО [14]. 

За даними досліджень, багатокомпонентні 
кріопротектори більш безпечні [6, 14–18].

Привертають увагу і методи, що поєднують за-
стосування хімічного кріопротектора — трегалози та 
фізичного впливу — електропорації, що надає мож-
ливість трегалозі потрапити у клітину. Саме такий 
підхід забезпечує найбільш ефективне тривале кріоз-
берігання клітин тканини пуповини людини [15, 16]. 

Крім безпосередньо кріопротектора, середовище 
для кріозбереження клітин містить й інші складові. 
Важливим компонентом середовища для кріозбере-
ження є джерело білкового компоненту (факторів 
росту). Найчастіше застосовують фетальну бичачу 
сироватку (ФБС), яку використовують для культиву-
вання МСК. Проте, загальна тенденція до уникнення 
застосування ксеногенних елементів під час підготов-
ки клітин до введення пацієнтам привела до пошуку 
альтернатив ФБС. Серед них найчастіше застосовують 
аутологічну та алогенну сироватку, збагачену тром-
боцитами плазму, альбумін, комерційні “xeno-free” 
розробки, призначені спеціально для роботи у gmp-
умовах [3–8, 18]. 

Стандартним для лабораторних маніпуляцій з 
клітинами є співвідношення компонентів кріозахис-
ного розчину: 10% ДМСО та 90% ФБС. Є протоколи з 
більшою або меншою концентрацією ДМСО, а також 
з заміною відповідної частини ФБС на поживне сере-
довище. За такої ситуації отримують різні варіанти 
сумішей, зокрема, 5% ДМСО поєднують з 75% ФБС 
та 20% середовища ДМЕМ, або 25% ДМСО додають 
до 75% ФБС тощо [3, 4, 12]. 

Останнім часом вивчають і більш «екзотичні» 
компоненти середовища для кріозбереження — біл-
ки гемолімфи шовкопряда, що поєднують заміщення 
функцій ФБС та можливості для значного зменшення 
концентрації ДМСО [19].

Практично всі автори,які досліджують вплив 
кріопротекторів на стан клітин та реакції організму 
після введення розмороженого матеріалу, наголошу-
ють на необхідності відмивання кріопротектора перед 
введенням клітин. У цьому плані робота з МСК дещо 
простіша, ніж з ГСК, адже, існує можливість перед 
введенням клітин в організм провести, як мінімум, 1 
пасаж культивування, протягом якого клітини при-
кріплюються до поверхні культурального посуду та 
поступово позбуваються кріопротектора, що виво-
диться з кожною зміною середовища. 

Описані і спеціальні системи для відмивання 
клітин від кріопротектора, якщо немає можливості 
або часу для культивування. Щоправда, такі систе-
ми недосконалі, процедура відмивання, як правило, 
супроводжується втратою частини життєздатних 
клітин [20]. 

Вимоги до рідкого азоту та кріоємностей. 
У теперішній час для кріозбереження біоматеріалів 
застосовують два підходи: вміщення кріоємностей 
з клітинами у «дзеркало» рідкого азоту (-196°С) та 
у газову фазу рідкого азоту (близько -150°С/-160°С) 
[3–8]. В обох цих варіантів є переваги та недоліки. 
Так, збереження у рідкій фазі дозволяє зменшити 
шкідливий вплив наднизької температури на клітину. 
У той же час, рідка фаза азоту більш агресивна до 
матеріалів, тому слід дуже ретельно підбирати кріоєм-
ності. Додаткову небезпеку становить забруднення 
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рідкого азоту вірусами, мікроорганізмами та грибами, 
а також перехресне забруднення клітинним матеріа-
лом, що витікає крізь мікрошпаринки недостатньо 
герметичних кріоємностей в азот і може потрапити 
в інший зразок [21]. Тому для зберігання матеріалів 
у «дзеркалі» рідкого азоту часто застосовують до-
даткові методи захисту — вміщують кріопробірки чи 
кріопакети у подвійні зовнішні пакети, які розташову-
ють у металевих касетах. Формат таких ємностей та 
способи розташування зразків різняться залежно від 
будови судини Дюара. Кріозберігання у парах рідкого 
азоту забезпечує підтримання дещо вищої темпера-
тури та характеризується її більшою лабільністю, що 
може спричинити додаткове пошкодження клітинного 
матеріалу. Проте, така форма кріозберігання більш 
безпечна з точки зору поширення інфекцій та перех-
ресного забруднення, оскільки хоча інфекційні агенти 
і можуть зберігатись у газовій фазі, для такої форми 
рідкого азоту є більше надійних кріоємностей, що 
значно знижує ризик забруднення [9, 11, 21]. Немає 
визначеної позиції щодо вибору між кріопробірками 
та кріопакетами для збереження саме МСК. 

Швидкість замороження. Існують два стра-
тегічні підходи до кріозамороження клітин: швидке 
(вітрифікація) та повільне. 

Вітрифікація — процес швидкого вміщення клітин 
у «дзеркало» рідкого азоту без перехідних етапів. 
Для ефективності методу клітини мають безпосе-
редньо контактувати з рідким азотом. Цей підхід 
має дві варіації: така, що потребує мультимолярної 
концентрації кріопротектора (додають поетапно) та 
така, що відбувається за дещо меншої концентрації 
кріопротектора, проте, потребує надшвидкого зни-
ження температури. Для різкого зниження темпера-
тури застосовують спеціальні носії з скла, кварцу або 
пластика, що забезпечують максимальну швидкість 
охолодження [6, 8]. Основними недоліками вітрифіка-
ції є необхідність володіти специфічними навичками 
виконання процесу. Такі складні методичні підходи 
виправдовують себе, коли потрібно заморозити не-
велику кількість клітин (метод найкраще адаптова-
ний для кріоконсервування гамет), проте, вони не є 
адекватними для збереження значного об’єму клітин, 
у тому числі МСК. Також відзначають збільшення 
потенційної шкоди від застосування високої концен-
трації кріопротекторів та вірогідність виникнення 
осмотичного шоку [6–8]. Не вирішене також питання 
забруднення, адже саме при вітрифікації клітини 
безпосередньо контактують з рідким азотом.

Повільне заморожування — процес поетапного 
зниження температури зразка, часто з застосуванням 
спеціального обладнання. Стандартним для збере-
ження ГСК та МСК вважають режим зниження тем-
ператури на 1°С за 1 хв. Такої швидкості досягають, 
застосовуючи програмні заморожувачі, проте, інколи 
наближаються до неї за поетапного зниження темпе-
ратури у ручному режимі, витримуючи зразки спочат-
ку при +4°С, а потім при -80°С [3, 7, 9, 11, 21]. 

Одним з основних завдань, крім пошуку опти-
мального кріопротектора, є розробка закритої сис-
теми, що дозволить зберігати клітини з мінімальним 
впливом людини та уникненням контакту з азотом. 
Деякі комерційні розробки доступні вже сьогодні, 
проте, їх масове застосування недоцільне (у зв’язку з 

високими витратами на закупівлю та обслуговування 
таких систем) [20].

Що стосується розморожування клітин, при за-
стосуванні апаратів для програмного заморожуван-
ня в них є системи і для автоматичного повільного 
розморожування клітин. За відсутності таких систем 
застосовують водяні бані при температурі близько 
37°С [7, 9].

Підходи до оцінки ефективності процесу 
кріозбереження. Основним показником ефектив-
ності кріозбереження вважають життєздатність клітин 
після розмороження. Цей показник визначають як 
методом забарвлення трипановим синім, так і про-
точної цитофлуориметрії (забарвлення 7-AAD). Деякі 
автори довели кількість життєздатних клітин після 
розмороження до 90% і більше [22–30]. 

Також звертають увагу на відповідність морфоло-
гії клітин у культурі характеристикам МСК.

В усіх дослідженнях приділяють увагу оцінці 
імунофенотипу МСК до і після розмороження методом 
проточної цитофлуориметрії. Існуючі методи кріозбе-
реження клітин дозволяють зберегти високий рівень 
експресії позитивних поверхневих маркерів МСК 
(стандартних CD73, CD90, CD105 та деяких інших, 
вибір яких різний у різних роботах) та низький рівень 
експресії (або її відсутність) негативних поверхневих 
маркерів МСК (CD34, CD45) [7, 23, 24].

Типовим для перевірки властивостей МСК є оцінка 
здатності до трилінійного диференціювання: у хон-
дрогенному, остеогенному та адипогенному напрям-
ках. Як правило, таке індуковане диференціювання 
є успішним як до, так і після розмороження клітин. 
Оцінюють ефективність диференціювання стандарт-
ними методами: імуноцитохімічним та гістохімічним за-
барвленням, визначають маркери певного напрямку. 
Додатково оцінюють здатність до диференціювання 
МСК в інших напрямках [17, 22–30].

Деякі дослідники аналізують каріотип, щоб оці-
нити ризик виникнення аномалій хромосом під час 
замороження-розмороження [22–30]. 

Досліджено експресію певних генів до і після 
розмороження МСК, а також системного введення в 
організм дослідних тварин. При цьому порівнювали 
незаморожені клітини, клітини після розморожу-
вання та клітини, знайдені у легенях мишей, яким 
їх вводили. Досліджували експресію методом РНК-
секвенування. Суттєві відмінності експресії основних 
маркерів не знайдені [23, 24]. 

Інформативним показником є вимірювання миттєвої, 
опосередкованої кров’ю запальної реакції, що оцінюють 
за вмістом цитокінів та хемокінів у тканині, в яку вводили 
клітини. Встановлений деякий вплив на цей показник 
процесу замороження-розмороження [22–30].

Також проводили дослідження з визначення ризи-
ку утворення пухлин in vivo — вводили МСК підшкірно 
та системно у хвостову вену nude мишам. Через 6 міс 
спостереження тварин виводили з експерименту та 
оцінювали стан органів. Ще одним параметром, за 
яким часто оцінюють якість процесу кріозбережен-
ня, є здатність МСК до імуномодуляції. Так, клітини 
перевіряють у взаємодії з мітоген-активованими мо-
нонуклеарами периферійної крові [22–30]. 

У теперішній час найбільш поширені методи кріоз-
береження МСК, основані на застосуванні ДМСО як 
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кріопротектора та нексеногенного джерела факторів 
росту (сироватка, збагачена тромбоцитами плазма). 
Хоча ДМСО має недоліки та побічні ефекти, його 
основною перевагою є можливість найдовшого вив-
чення і застосування та розуміння механізмів дії як на 
клітинному, так і органному рівні. Проте, пошук більш 
безпечного кріопротектора, що забезпечить захист 
клітині на тому самому рівні, що й ДМСО, та буде поз-
бавлений його недоліків, триває, адже, сьогодні не 
існує кріоформули, що доведено гарантувала б повно-
цінне збереження усіх функцій клітини та безпеку під 
час застосування. Чим ретельніше вивчають ефекти 
комбінованих кріопротекторів, тим більша вірогідність 
отримати максимально оптимізоване співвідношення 
речовин, ефекти яких будуть детально описані як на 
рівні культури клітин, так і на рівні реакцій організму 
реципієнта клітинного матеріалу. Найбільш доцільним 
методом підготовки до кріозберігання МСК вважають 
поступове зниження температури, переважно у про-
грамному заморожувачі. 
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