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ÂÛÄÅËÅÍÈß ÈÇ ÖÅËÜÍÎÉ ÊÎÐÄÎÂÎÉ È ÄÎÍÎÐÑÊÎÉ ÊÐÎÂÈ
Èíñòèòóò ïðîáëåì êðèîáèîëîãèè è êðèîìåäèöèíû ÍÀÍ Óêðàèíû (ã. Õàðüêîâ)

Ðàáîòà âûïîëíÿëàñü â ñîîòâåòñòâèè ñ íàó÷íîé 
òåìîé: «Èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ ñòðóêòóðíî-ôóíê-
öèîíàëüíûõ èçìåíåíèé ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê 
êîðäîâîé êðîâè è ýðèòðîöèòîâ ïîä âëèÿíèåì ýêçî- 
è ýíäîöåëëþëÿðíûõ êðèîïðîòåêòîðîâ è íèçêèõ 
òåìïåðàòóð», ãîñóäàðñòâåííûé ðåãèñòðàöèîííûé 
íîìåð òåìû 0109U00278.

Âñòóïëåíèå. Â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ äåñÿòèëåòèé 
äëÿ ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ ôîðì ëåéêîçîâ, àïëàñòè÷å-
ñêèõ àíåìèé è ðÿäà äðóãèõ òÿæåëûõ çàáîëåâàíèé ñè-
ñòåìû êðîâè âñå ÷àùå èñïîëüçóþò ãåìîïîýòè÷åñêèå 
ñòâîëîâûå êëåòêè (ÃÑÊ) [15]. Òðàäèöèîííî âûäåëÿ-
þò òðè îñíîâíûõ èñòî÷íèêà äàííûõ êëåòîê: êîñòíûé 
ìîçã (ÊÌ), êîðäîâàÿ êðîâü (ÊÊ) è ìîáèëèçèðîâàííàÿ 
äîíîðñêàÿ êðîâü (ÄÊ).

Ìíîãèå ãîäû ÊÌ áûë åäèíñòâåííûì èñòî÷íèêîì 
ãåìîïîýòè÷åñêèõ êëåòîê è òîëüêî îí òðàäèöèîííî 
èñïîëüçîâàëñÿ äëÿ àëëîãåííîé òðàíñïëàíòàöèè 
ãåìîïîýòè÷åñêîé òêàíè. Íåñìîòðÿ íà áîëüøåå ñî-
äåðæàíèå ÃÑÊ â ÊÌ, ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè èñòî÷-
íèêàìè, îñóùåñòâëåíèå ïåðåñàäîê êîñòíîãî ìîçãà 
ñâÿçàíî ñî çíà÷èòåëüíûìè òðóäíîñòÿìè â çàáîðå 
ìàòåðèàëà è ïîäáîðå ïîäõîäÿùåãî äîíîðà. Ê êîíöó 
90-õ ãîäîâ äëÿ àëëîãåííîé òðàíñïëàíòàöèè ïðè ðàç-
ëè÷íûõ çàáîëåâàíèÿõ âñå ÷àùå ñòàëè ïðèìåíÿòü ÃÑÊ 
èç êîðäîâîé è ìîáèëèçèðîâàííîé äîíîðñêîé êðîâè, 
êàê àëüòåðíàòèâ ÊÌ [5, 10, 12].

Îñíîâíûìè ïðåèìóùåñòâàìè òðàíñïëàíòàöèè 
ÃÑÊ èç ìîáèëèçèðîâàííîé äîíîðñêîé êðîâè ïî 
ñðàâíåíèþ ñ ÊÌ ÿâëÿþòñÿ, âî-ïåðâûõ, ñíèæåíèå 
ðèñêà, ñâÿçàííîãî ñ ñåðüåçíîé õèðóðãè÷åñêîé ïðî-
öåäóðîé çàáîðà ÊÌ; âî-âòîðûõ, ñáîð äîíîðñêèõ ÃÑÊ 
ìîæåò áûòü ïðîèçâåäåí â àìáóëàòîðíûõ óñëîâèÿõ. 
Íåäîñòàòêàìè ñëåäóåò ñ÷èòàòü íåîáõîäèìîñòü ââå-
äåíèÿ äîíîðó ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ ôàêòîðîâ 
è íåîáõîäèìîñòü ïðîâåäåíèÿ äîíîðó íåñêîëüêèõ çà-
áîðîâ êðîâè.

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ àëüòåðíàòèâíûì èñòî÷íèêîì 
ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ êëåòîê-ïðåäøåñòâåí-
íèêîâ âñå ÷àùå âûñòóïàåò êîðäîâàÿ êðîâü. Áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî ñîäåðæàíèå ðàííèõ è êîììèòèðîâàííûõ 
êëåòî÷íûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ [11], à òàêæå êîëè÷å-
ñòâî ÊÎÅ-ÃÌ è èõ ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë â 
ÊÊ âûøå ïî ñðàâíåíèþ ñ ÄÊ âçðîñëûõ ëþäåé äàæå 
ïîñëå ââåäåíèÿ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ [6]. Îäíàêî 
íåäîñòàòêîì êîðäîâîé êðîâè ìîæíî ñ÷èòàòü îãðà-
íè÷åííîå êîëè÷åñòâî ÃÑÊ, ïîëó÷àåìûõ ïðè åäèíè÷-
íîé çàãîòîâêå, à òàêæå íåâîçìîæíîñòü ïîâòîðíîãî 
ñáîðà [11].

Ïîâûøåíèå ÷àñòîòû èñïîëüçîâàíèÿ äëÿ òðàíñ-
ïëàíòàöèé ÃÑÊ êðîâè, êîòîðûå âõîäÿò â ñîñòàâ 
ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê (ßÑÊ), ñòàëî ïðåäïîñûë-
êîé ê ñîçäàíèþ áàíêîâ êðîâè, ãäå îáðàçöû õðàíÿòñÿ 
â æèäêîì àçîòå (ïðè -196°Ñ) â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî 
âðåìåíè áåç ïîòåðè áèîëîãè÷åñêîé ïîëíîöåííîñòè. 

Âñå ÿäðîñîäåðæàùèå êëåòêè, èìåÿ ñëîæíóþ 
âíóòðèêëåòî÷íóþ ñòðóêòóðó, íóæäàþòñÿ â èíäèâè-
äóàëüíîì ïîäáîðå ðåæèìà çàìîðàæèâàíèÿ è îòòà-
èâàíèÿ, ÷òî ñïðàâåäëèâî â òîì ÷èñëå è â îòíîøåíèè 
ëåéêîöèòîâ, äëÿ êîòîðûõ íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü 
ïðîöåññû, ïðîòåêàþùèå ïðè êðèñòàëëèçàöèè âîäû, 
èçìåíåíèÿ èõ îðãàíåëë, à òàêæå ñîñòàâ çàùèòíîãî 
ðàñòâîðà (êðèîïðîòåêòîðà) è ðåæèìà çàìîðàæèâà-
íèÿ. Ìíîãèìè àâòîðàìè ïðåäëîæåíû òåõíîëîãèè 
çàìîðàæèâàíèÿ ëåéêîöèòîâ äëÿ èõ äëèòåëüíîãî 
õðàíåíèÿ, îäíàêî, íåñìîòðÿ íà áîëüøîå êîëè÷å-
ñòâî ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ èçó÷åíèþ ýòîãî âîïðîñà, 
à òàêæå èçó÷åíèþ ìåõàíèçìîâ êðèîïîâðåæäåíèÿ è 
êðèîçàùèòû ëåéêîöèòîâ êðîâè ÷åëîâåêà, ïðîáëåìà 
ñîõðàíåíèÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ëåéêîöè-
òîâ ïîñëå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ äàëåêà îò îêîí÷à-
òåëüíîãî ðàçðåøåíèÿ [1, 3, 7, 14].

Ó÷èòûâàÿ íåáîëüøèå îáúåìû ÊÊ è òðóäíîñòè, 
ñâÿçàííûå ñ ïîëó÷åíèåì ÃÑÊ èç ÄÊ, íà ïåðåäíèé 
ïëàí âûñòóïàåò íåîáõîäèìîñòü ñîõðàíåíèÿ ìàêñè-
ìàëüíîãî êîëè÷åñòâà êëåòîê áåç ïîòåðè èõ ïðîëèôå-
ðàòèâíîé àêòèâíîñòè è æèçíåñïîñîáíîñòè, ÷òî ïðè-
âîäèò ê ðàçðàáîòêå íîâûõ è óñîâåðøåíñòâîâàíèþ 
èìåþùèõñÿ ìåòîäîâ êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ êëåòîê. 

Îäíèì èç âàæíûõ ýòàïîâ ïðîöåäóðû êðèîêîíñåð-
âèðîâàíèÿ ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê (ßÑÊ) ÿâëÿåòñÿ 
èõ âûäåëåíèå èç öåëüíîé êðîâè, ïîñêîëüêó ýðèòðî-
öèòû ïðè çàìîðàæèâàíèè è îòîãðåâå ðàçðóøàþòñÿ 
è ïðîäóêòû ëèçèñà ìîãóò â äàëüíåéøåì ïðèâîäèòü 
ê íåáëàãîïðèÿòíûì ðåàêöèÿì ó ðåöèïèåíòà. Ðàç-
ðàáîòêà íàèáîëåå îïòèìàëüíîãî ìåòîäà âûäåëåíèÿ 
ßÑÊ èç öåëüíîé êðîâè è îöåíêà èõ ñòðóêòóðíî-ôóíê-
öèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ íà ýòîì ýòàïå ïîçâîëèò 
ïðåäîòâðàòèòü çàìîðàæèâàíèå çàâåäîìî ïîâðåæ-
äåííûõ êëåòîê, ÷òî ìîæåò íåãàòèâíî îòðàçèòüñÿ íà 
èõ êà÷åñòâå ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ-îòîãðåâà è, êàê 
ñëåäñòâèå, íåñîñòîÿòåëüíîñòè äåêîíñåðâèðîâàí-
íîãî ïðåïàðàòà ßÑÊ.

Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ èññëåäîâàíèÿ áûëî 
ñðàâíèòü ýôôåêòèâíîñòü âûäåëåíèÿ ßÑÊ èç öåëü-
íîé êîðäîâîé è äîíîðñêîé êðîâè, à òàêæå îöåíèòü 
èõ æèçíåñïîñîáíîñòü è ñòåïåíü íàðóøåíèÿ àñèììå-
òðèè ìåìáðàí ïðè ðàçëè÷íûõ ìåòîäàõ âûäåëåíèÿ.
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Îáúåêò è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ. Îáúåêòîì 
èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè ÿäðîñîäåðæàùèå êëåòêè äî-
íîðñêîé è êîðäîâîé êðîâè ÷åëîâåêà. 

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëàñü êîðäîâàÿ è äîíîðñêàÿ 
êðîâü, çàãîòîâëåííàÿ íà ãëþêîçî-öèòðàòíîì ðàñ-
òâîðå. Ñáîð ÊÊ ïðîèçâîäèëè ïîñëå ïîëó÷åíèÿ èí-
ôîðìèðîâàííîãî ñîãëàñèÿ ó áåðåìåííîé.

Âûäåëåíèå ôðàêöèè ßÑÊ ïðîâîäèëè íåñêîëüêè-
ìè ìåòîäàìè: 

• ìåòîäîì ñåäèìåíòàöèè â ïîëèãëþêèíå (CONC 1);
• ìåòîäîì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â ãðàäèåíòå ïëîò-

íîñòè ôèêîëë-âåðîãðàôèíà (CONC 2);
• ïî ðàçðàáîòàííîìó íàìè ìåòîäó äâóõýòàïíîãî 

öåíòðèôóãèðîâàíèÿ öåëüíîé êðîâè ñ ïîñëåäóþùèì 
ïîëó÷åíèåì êîíöåíòðàòà ßÑÊ â àóòîïëàçìå (CONC 
3) [2].

Ñîõðàííîñòü ßÑÊ îïðåäåëÿëè ñòàíäàðòíûì ìå-
òîäîì ïîäñ÷åòà êîëè÷åñòâà êëåòîê â êàìåðå Ãîðÿåâà. 

Îïðåäåëåíèå ôåíîòèïà ÿäðîñîäåðæàùèõ 
(CD45+) êëåòîê, îöåíêó èõ æèçíåñïîñîáíîñòè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ÄÍÊ-ìàðêåðà 7-àìèíîàêòèíîìèöèíà 
D (7AAD), à òàêæå ñòåïåíü íàðóøåíèÿ àñèììåòðèè 
ìåìáðàí (ïî íàëè÷èþ ôîñôîòèäèëñåðèíà íà âíåø-
íåì ìîíîñëîå ìåìáðàíû) ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà 
ðåàãåíòîâ Annexin V-FITC detection KIT I ôèðìû BD, 
ïðîâîäèëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè 
(FACS Calibur ôèðìû Becton Dickinson (ÑØÀ)) ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòîâ BD.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé è èõ îáñóæäåíèå. 
Ïîñêîëüêó ýôôåêòèâíîñòü êëèíè÷åñêîãî èñïîëüçî-
âàíèÿ ïðåïàðàòîâ ßÑÊ îïðåäåëÿåòñÿ äîñòàòî÷íûì 
êîëè÷åñòâîì êëåòîê íà êèëîãðàìì ìàññû ðåöèïèåí-
òà, òî àêòóàëüíîé çàäà÷åé ÿâëÿåòñÿ âûäåëåíèå ìàê-
ñèìàëüíîãî êîëè÷åñòâà ßÑÊ èç öåëüíîé êðîâè (ÖÊ) 
äëÿ èõ äàëüíåéøåãî êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ. Â ñâÿçè 
ñ ýòèì, íàìè áûëà ïðîâåäåíà îöåíêà ýôôåêòèâíî-
ñòè âûäåëåíèÿ êëåòîê ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè. 

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî íåçàâèñèìî îò èñïîëüçóåìîé 
êðîâè (ÄÊ èëè ÊÊ), íàèëó÷øèì ìåòîäîì âûäåëåíèÿ 
ÿâëÿåòñÿ ìåòîä äâóõýòàïíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ 
(CONC 3), êîòîðûé ïîçâîëÿåò âûäåëÿòü 85,3±2,6 % 
CD45+-êëåòîê èç ÄÊ è 90,6±1,3 % CD45+-êëåòîê èç 
ÊÊ ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ.1). Ìåòîä ñåäèìåíòàöèè â 

ïîëèãëþêèíå (CONC 1) òàêæå äåìîíñòðèðóåò äîñòà-
òî÷íî âûñîêèé ïðîöåíò âûäåëåíèÿ ßÑÊ, ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ôèêîëëîì, ãäå íàáëþäàåòñÿ ïîòåðÿ ïîðÿäêà 
45% ïîòåðè êëåòîê íà ýòàïå âûäåëåíèÿ, êîòîðàÿ ñî-
âïàäàåò ñ ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè [11].

Ïðè îöåíêå ïîïóëÿöèîííîãî ñîñòàâà êîðäîâîé 
è äîíîðñêîé öåëüíîé êðîâè îòëè÷èé â ïðîöåíòíîì 
ñîîòíîøåíèè ëèìôîöèòîâ, ìîíîöèòîâ è ãðàíóëîöè-
òîâ âûÿâëåíî íå áûëî (ðèñ.2). Âûäåëåíèå ÿäðîñî-
äåðæàùèõ êëåòîê ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîëèãëþêèíà 
(CONC 1) è ìåòîäîì äâóõýòàïíîãî öåíòðèôóãèðî-
âàíèÿ (CONC 3) íå èçìåíÿåò ñîîòíîøåíèå ïîïóëÿ-
öèé â äàííûõ êîíöåíòðàòàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ öåëüíîé 
êðîâüþ.

ú 1. Ýôôåêòèâíîñòü âûäåëåíèÿ ßÑÊ èç êîðäîâîé 
(ÊÊ) è äîíîðñêîé êðîâè (ÄÊ) ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè 

(CONC 1, 2, 3).

Ðèñ. 2. Ïîïóëÿöèîííûé ñîñòàâ êîðäîâîé è äîíîðñêîé 
öåëüíîé êðîâè (ÖÊ) è ïîñëå âûäåëåíèÿ ðàçëè÷íûìè 

ìåòîäàìè (CONC 1, 2, 3).

Ïîñëå âûäåëåíèÿ ßÑÊ èç ÖÊ ïðè èñïîëüçîâàíèè 
ôèêîëëà (CONC 2) íàáëþäàëèñü çíà÷èòåëüíûå îò-
ëè÷èÿ â ïîïóëÿöèîííîì ñîñòàâå êîíöåíòðàòà, ïî-
ñêîëüêó äàííûé ìåòîä ïîçâîëÿåò âûäåëÿòü ïðåèìó-
ùåñòâåííî ìîíîíóêëåàðíûå êëåòêè (ðèñ.2).

Êàê èçâåñòíî, ëþáîå âíåøíåå âîçäåéñòâèå íà 
êëåòêè (ôèçè÷åñêîå, õèìè÷åñêîå èëè ñî÷åòàííîå) 
ìîæåò íåãàòèâíî ñêàçûâàòüñÿ íà ñîñòîÿíèè êëåòîê. 
Â ñâÿçè ñ ýòèì, àêòóàëüíûì áûëî îöåíèòü ïîâðåæ-
äåíèÿ ßÑÊ, âûçâàííûå âîçäåéñòâèÿìè ìåòîäîâ 
âûäåëåíèÿ.

Îäíèì èç òàêèõ ïîâðåæäåíèé ìîæåò áûòü íà-
ðóøåíèå öåëîñòíîñòè ìåìáðàí è ôðàãìåíòàöèÿ 
ÄÍÊ êëåòîê, êîòîðîå ìîæíî îöåíèòü ñ èñïîëüçîâà-
íèå âèòàëüíîãî êðàñèòåëÿ 7-àìèíî-àêòèíîìèöèíà 
D (7AAD). Äàííûé êðàñèòåëü ÿâëÿåòñÿ àíàëîãîì 
àêòèíîìèöèíà D è ñâÿçûâàåòñÿ ñ öèòîçèíîâûìè è 
ãóàíèíîâûìè îñíîâàíèÿìè ÄÍÊ è îáðàçîâûâàåò âû-
ñîêî ôëóîðåñöåíòíûå àääóêòû (ìàêñèìóì ýìèññèè 
ïðè 647 íì), êîòîðûå èäåíòèôèöèðóþò êëåòêè êàê 
"íåæèçíåñïîñîáíûå"(7ÀÀÄ+-êëåòêè) [13].

Äðóãèì âèäîì ïîâðåæäåíèÿ êëåòîê ìîæåò áûòü 
íàðóøåíèå ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ 
èõ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, è, ïðåæäå âñåãî, 
èçìåíåíèå òðàíñáèñëîéíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ëè-
ïèäîâ, ÷òî, â êîíå÷íîì ñ÷åòå, ìîæåò îòðàçèòüñÿ 
íà âîçìîæíîñòè ðåàëèçàöèè îñíîâíûõ ôóíêöèé 
ìåìáðàíû, òàêèõ êàê áàðüåðíàÿ, òðàíñïîðòíàÿ è 
ðåãóëÿòîðíàÿ. Íàðóøåíèå àñèììåòðè÷íîãî ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ôîñôîëèïèäîâ â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåì-
áðàíå, êîòîðîå ñîïðîâîæäàåòñÿ ýêñòåðíàëèçàöèåé 
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ôîñôàòèäèëñåðèíà âî âíåøíèé ìîíîñëîé [8], ñëó-
æèò ñèãíàëüíûì ðåöåïòîðîì óòèëèçàöèè äàííûõ 
êëåòîê ìàêðîôàãàìè. Äàííûå íàðóøåíèÿ âîçìîæíî 
âûÿâèòü ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè 
ïî ñâÿçûâàíèþ FITC-ìå÷åíîãî áåëêà AnnexinV ñ 
ÿäðîñîäåðæàùèìè êëåòêàìè (AnnexinV+-êëåòêè), 
êîòîðûé îáëàäàåò âûñîêîñïåöèôè÷íûì ñðîäñòâîì 
ê îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûì ôîñôîëèïèäàì, â ÷àñò-
íîñòè ê ôîñôàòèäèëñåðèíó [4]. 

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå âûäåëåíèÿ ßÑÊ ïî-
ëèãëþêèíîì è äâóõýòàïíûì öåíòðèôóãèðîâàíèåì 
(CONC 1 è 3) ñíèæåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè ßÑÊ 
(ðèñ.3À) è èçìåíåíèå â àñèììåòðè÷íîì ðàñïðå-
äåëåíèè ôîñôîëèïèäîâ â ìåìáðàíå (ðèñ.3Á) íå 
íàáëþäàëèñü îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ â ÖÊ, à ïðè âû-
äåëåíèè êëåòîê ôèêîëëîì (CONC 2) îòìå÷àëîñü äî-
ñòîâåðíîå óâåëè÷åíèå äàííûõ ïàðàìåòðîâ (ðèñ.3).

(AnnexinV¯7AAD¯-êëåòêè), êëåòêè íàõîäÿùèåñÿ íà íà-
÷àëüíîé ñòàäèè àïîïòîçà (AnnexinV+7AAD¯-êëåòêè), 
ìåðòâûå êëåòêè, íàõîäÿùèåñÿ íà ñòàäèè ïîçäíåãî 
àïîïòîçà/íåêðîçà (AnnexinV+7AAD+) è ìåðòâûå íå-
êðîòè÷åñêèå êëåòêè (AnnexinV¯7AAD+) [9].

Îöåíêà ñòàäèé àïîïòîçà â ßÑÊ äîíîðñêîé è êîð-
äîâîé êðîâè ïîêàçàëà, ÷òî ïðè âûäåëåíèè ïîëèãëþ-
êèíîì è äâóõýòàïíûì öåíòðèôóãèðîâàíèåì (CONC 
1 è 3) èññëåäóåìûå ïîêàçàòåëè ïðàêòè÷åñêè íå îò-
ëè÷àþòñÿ îò òàêîâûõ â öåëüíîé êîðäîâîé è äîíîð-
ñêîé êðîâè ñîîòâåòñòâåííî.

Ïðè ýòîì, ïîñëå âûäåëåíèÿ êîíöåíòðàòà ßÑÊ 
ôèêîëëîì (CONC 2) íàáëþäàåòñÿ íàèáîëüøåå êîëè-
÷åñòâî êàê ìåðòâûõ íåêðîòè÷åñêèõ êëåòîê, òàê è êëå-
òîê, íàõîäÿùèåñÿ íà íà÷àëüíîé ñòàäèè àïîïòîçà, 
÷òî íàèáîëåå âûðàæåíî äëÿ ãðàíóëîöèòîâ (ðèñ. 4). 

Ðèñ. 3. Æèçíåñïîñîáíîñòü (À) è ñòåïåíü íàðóøåíèÿ 
àñèììåòðèè ìåìáðàí (Á) ßÑÊ äî è ïîñëå âûäåëåíèÿ 

èç äîíîðñêîé (ÄÊ) è êîðäîâîé êðîâè (ÊÊ) ðàçëè÷íûìè 
ìåòîäàìè (CONC 1, 2, 3).

Â äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ áûë ïðèìåíåí 
ìåòîä îöåíêè ñòàäèé àïîïòîçà êëåòîê, îñíîâàííûé 
íà èñïîëüçîâàíèè êîìáèíàöèè AnnexinV ñ îêðàøèâà-
íèåì âèòàëüíûì êðàñèòåëåì [9]. Â êà÷åñòâå âèòàëü-
íîãî êðàñèòåëÿ èñïîëüçîâàëè 7AAD, êîòîðûé ëåãêî 
ïðîíèêàåò â êëåòêè íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ àïîïòîçà èëè 
íåêðîçà, è íå ïðîíèêàåò â æèâûå êëåòêè ñ èíòàêòíîé 
ìåìáðàíîé. Äàííûé ìåòîä ïîçâîëÿåò èäåíòèôèöè-
ðîâàòü ÷åòûðå ðàçëè÷íûõ òèïà êëåòîê: æèâûå êëåòêè 

Ðèñ. 4. Öèòîãðàììû ßÑÊ êîðäîâîé è äîíîðñêîé êðîâè 
ïîñëå âûäåëåíèÿ ôèêîëëîì (CONC 2):

1 - íèæíèé ëåâûé êâàäðàíò - AnnexinV¯7AAD¯-êëåòêè;
2 - âåðõíèé ëåâûé êâàäðàíò - AnnexinV+7AAD¯-êëåòêè;
3 - âåðõíèé ïðàâûé êâàäðàíò - AnnexinV+7AAD+-êëåòêè;
4 - íèæíèé ïðàâûé êâàäðàíò - AnnexinV¯7AAD+-êëåòêè.

Ïðè äðóãèõ ìåòîäàõ âûäåëåíèÿ äàííûå ïîêàçàòåëè 
ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àþòñÿ îò òàêîâûõ äëÿ ÖÊ.

Êàê âèäíî èç ðèñóíêà 4, íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî 
êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ íà ñòàäèè ïîçäíåãî àïîïòîçà/
íåêðîçà ïðèõîäèòñÿ íà ßÑÊ äîíîðñêîé êðîâè. Ïðè 
ýòîì êîëè÷åñòâî AnnexinV+7AAD+-êëåòîê â ÊÊ èçìå-
íÿåòñÿ íå çíà÷èòåëüíî ïî îòíîøåíèþ ê ÖÊ (0÷3%).

Èñõîäÿ èç âûøå ñêàçàííîãî, íàèáîëüøåå êî-
ëè÷åñòâî æèâûõ êëåòîê (AnnexinV¯7AAD¯), íàáëþ-
äàåòñÿ ïðè èõ âûäåëåíèè èç ÖÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì 
ïîëèãëþêèíà (CONC 1) è ìåòîäîì äâóõýòàïíîãî 
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öåíòðèôóãèðîâàíèÿ (CONC 3). Â òîæå âðåìÿ, ïîñëå 
âûäåëåíèÿ ßÑÊ â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ôèêîëëà 
ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà AnnexinV¯7AAD¯-
ëèìôîöèòîâ â ñðåäíåì íà 10%, ìîíîöèòîâ – íà 
18%, à äëÿ ãðàíóëîöèòîâ íà 67±6,9% è 36,5±9,9% â 
ÄÊ è ÊÊ ñîîòâåòñòâåííî.

Âûâîäû. Òàêèì îáðàçîì, ïðîâåäåííûå èññëåäî-
âàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò, ÷òî íàèáîëåå ýôôåêòèâíû-
ìè ìåòîäàìè âûäåëåíèÿ ßÑÊ èç öåëüíîé êîðäîâîé 
è äîíîðñêîé êðîâè ÿâëÿþòñÿ ìåòîäû ñåäèìåíòàöèè 

â ïîëèãëþêèíå è äâóõýòàïíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ, 
êîòîðûå ïîçâîëÿþò âûäåëÿòü íàèáîëüøåå êîëè-
÷åñòâî ßÑÊ, íå âûçûâàþò íàðóøåíèå àñèììåòðèè 
ìåìáðàí è íå ñíèæàþò æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê.

Ïåðñïåêòèâû äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé. 
Â äàëüíåéøåé ðàáîòå ïðåäïîëàãàåòñÿ èññëå-
äîâàòü æèçíåñïîñîáíîñòü è ñòåïåíü íàðóøåíèÿ 
àñèììåòðèè ìåìáðàí ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê äî-
íîðñêîé è êîðäîâîé êðîâè ïðè ðàçëè÷íûõ ìåòîäàõ 
êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ.
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È ÄÎÍÎÐÑÊÎÉ ÊÐÎÂÈ.

Ìèõàéëîâà Î.À., Áàáèé÷óê Ë.À., Ðÿçàíöåâ Â.Â., Çóáîâ Ï.Ì.
Ðåçþìå. Ïîâûøåíèå ÷àñòîòû èñïîëüçîâàíèÿ â êëåòî÷íîé òåðàïèè ãåìîïîýòè÷åñêèõ ñòâîëîâûõ 

êëåòîê êðîâè, êîòîðûå âõîäÿò â ñîñòàâ ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê (ßÑÊ), ñòàëî ïðåäïîñûëêîé ê ðàçðàáîòêå 
òåõíîëîãèé èõ êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ. Îäíèì èç âàæíåéøèõ ýòàïîâ äàííîé ïðîöåäóðû ÿâëÿåòñÿ âûäåëåíèå 
ßÑÊ èç öåëüíîé êðîâè è îöåíêà èõ ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ.

Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ áûëî ñðàâíèòü ýôôåêòèâíîñòü âûäåëåíèÿ ßÑÊ èç öåëüíîé êîðäîâîé è äîíîðñêîé 
êðîâè, à òàêæå îöåíèòü èõ æèçíåñïîñîáíîñòü è ñòåïåíü íàðóøåíèÿ àñèììåòðèè ìåìáðàí ïðè ðàçëè÷íûõ 
ìåòîäàõ âûäåëåíèÿ. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè ÿäðîñîäåðæàùèå êëåòêè äîíîðñêîé è êîðäîâîé 
êðîâè ÷åëîâåêà.

Ïðîâåäåííûå èññëåäîâàíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò, ÷òî íàèáîëåå ýôôåêòèâíûìè ìåòîäàìè âûäåëåíèÿ ßÑÊ 
èç öåëüíîé êîðäîâîé è äîíîðñêîé êðîâè ÿâëÿþòñÿ ìåòîäû ñåäèìåíòàöèè â ïîëèãëþêèíå è äâóõýòàïíîãî 
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ, êîòîðûå ïîçâîëÿþò âûäåëÿòü íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî ßÑÊ, íå âûçûâàþò íàðóøåíèå 
àñèììåòðèè ìåìáðàí è íå ñíèæàþò æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ÿäðîñîäåðæàùèå êëåòêè, êîðäîâàÿ è äîíîðñêàÿ êðîâü, æèçíåñïîñîáíîñòü, 
àñèììåòðèÿ ìåìáðàí.
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êðîâ³, ÿê³ âõîäÿòü äî ñêëàäó ÿäðîâì³ñíèõ êë³òèí (ßÂÊ), ñòàëî ïåðåäóìîâîþ äî ðîçðîáêè òåõíîëîã³é ¿õ 
êð³îêîíñåðâóâàííÿ. Îäíèì ç íàéâàæëèâ³øèõ åòàï³â äàíî¿ ïðîöåäóðè º âèä³ëåííÿ ßÂÊ ç ö³ëüíî¿ êðîâ³ ³ îö³íêà 
¿õ ñòðóêòóðíî-ôóíêö³îíàëüíîãî ñòàíó.

Ìåòîþ äîñë³äæåííÿ áóëî ïîð³âíÿííÿ åôåêòèâíîñò³ âèä³ëåííÿ ßÂÊ ç ö³ëüíî¿ êîðäîâî¿ òà äîíîðñüêî¿ êðîâ³, 
à òàêîæ îö³íêà ¿õ æèòòºçäàòíîñò³ ³ ñòóïåíþ ïîðóøåííÿ àñèìåòð³¿ ìåìáðàí ïðè ð³çíèõ ìåòîäàõ âèä³ëåííÿ. 
Îá'ºêòîì äîñë³äæåííÿ áóëè ÿäðîâì³ñí³ êë³òèíè äîíîðñüêî¿ ³ êîðäîâî¿ êðîâ³ ëþäèíè.

Ïðîâåäåí³ äîñë³äæåííÿ ñâ³ä÷àòü, ùî íàéá³ëüø åôåêòèâíèìè ìåòîäàìè âèä³ëåííÿ ßÂÊ ç ö³ëüíî¿ êîðäîâî¿ 
òà äîíîðñüêî¿ êðîâ³ º ìåòîäè ñåäèìåíòàö³¿ â ïîë³ãëþê³í³ ³ äâîåòàïíîãî öåíòðèôóãóâàííÿ, ÿê³ äîçâîëÿþòü 
âèä³ëÿòè íàéá³ëüøó ê³ëüê³ñòü ßÂÊ, íå âèêëèêàþòü ïîðóøåííÿ àñèìåòð³¿ ìåìáðàí ³ íå çíèæóþòü æèòòºçäàòí³ñòü 
êë³òèí.

Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ÿäðîâì³ñí³ êë³òèíè, êîðäîâà òà äîíîðñüêà êðîâ, æèòòºçäàòí³ñòü, àñèìåòð³ÿ ìåìáðàí.
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Estimation Of Viability And Membrane Lipid Asymmetry Of Nucleated Cells From Cord And Peripheral 

Blood Separated By Different Methods
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Summary. Increasing the frequency of use in cell therapy of hematopoietic stem cells, being the part of nucle-

ated cells (NCs), was a prerequisite for the development of technologies for their cryopreservation. One of the most 
important steps in this procedure is the separation of NCs from the whole blood and assessment of their structural 
and functional state. 

The aim of this study was to compare the separation effectiveness of the NCs from the whole cord and peripheral 
blood, and to assess their viability and extent of the impairment of membranes lipid asymmetry with different sepa-
ration methods. The research object was nucleated cells from peripheral and cord blood. 

The studies suggest that the most effective methods of nucleated cells separation are the methods of sedimen-
tation in polyglucinum and two-step centrifugation, enabling to separate the highest number of NCs, not cause an 
impairment of the membranes lipid asymmetry and did not decrease the cell viability. 

Key words: nucleated cells, cord and peripheral blood, viability, membrane lipid asymmetry.
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