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Унікальні властивості мезенхімальних стромальних клітин (МСК) обумовлюють їх перспективність для 

регенеративної медицини. Стандартні методи кріоконсервування, які засновані на використанні проникаючого 

кріопротектора диметилсульфоксида (ДМСО) та ембріональної сироватки (ЕС), забезпечують високу 

виживаність клітин, але обмежують можливість їх терапевтичного застосування через ризик виникнення 

небажаних побічних ефектів. Токсичність високих концентрацій ДМСО і імуногенність ЕС вимагають суттєвої 

оптимізації підходів кріоконсервування. 

У представленій роботі проводили заморожування МСК людини у кріозахисних середовищах (КЗС) різного 

складу. За 24 години до заморожування у середовище культивування вносили 100 мМ сахарози для попередньої 

підготовки клітин. КЗС із 200 мМ сахарози доповнювали 10% ЕС або 10% тромбоцитарного лізату (ТЛ), у 

присутності чи за відсутності 1% ДМСО. В якості негативного контролю слугували МСК, які були заморожені без 

кріопротекторів. Клітини заморожували у пластикових кріопробірках зі швидкістю охолодження 1 град / хв до -

80°C, а через добу занурювали в рідкий азот. Збереження МСК визначали по забарвленню трипановим синім, 

метаболічну активність оцінювали з використанням Alamar Blue тесту. Під час дослідження було з'ясовано, що 

збереженість МСК після заморожування у КЗС, що містить 200 мМ сахарози, 10% ЕС або 10% ТЛ без додавання 

ДМСО становила 59±3.3% і 58±2.5% відповідно. Показники метаболічної активності клітин у групі з додаванням 

ТЛ на 12% перевищували аналогічні результати групи з використанням ЕС. При введенні 1% ДМСО до складу КЗС, 

що містить 200 мМ сахарози і 10% ТЛ, показники збереженості та метаболічної активності були на 7% і 13% 

вище, ніж у присутності 10% ЕС. 

Отримані результати свідчать про те, що заміна ЕС на ТЛ у КЗС, яке не містить проникаючий 

кріопротектор ДМСО, дозволяє зберегти життєздатність МСК і підвищити їх метаболічну активність після 

заморожування-відігріву.  

Ключові слова: мезенхімальні стромальні клітини, тромбоцитарний лізат, кріоконсервування, сахароза. 

 

Мезенхімальні стромальні 

клітини (МСК) знаходять все більш 

широке застосування у регенеративній 

медицині та клітинній терапії, що 

обумовлено їх високою паракринною 

активністю і здатністю до мульти-

лінійного диференціювання. Зроста-

ючі вимоги до стандартизації і 

біобезпеки клітинних препаратів 

обумовлюють необхідність розробки 

оптимальних протоколів кріо-

консервування та створення кріо-

захисних середовищ (КЗС), що не є 

токсичними і не містять ксеногенні 

компоненти. 

Відомо, що для кріоконсерву-

вання МСК успішно використовують 

КЗС, що містять 10% ДМСО та ЕС в 

концентраціях від 5 до 90%. 
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Комбінація зазначених кріо-про-

текторних компонентів забезпечує 

високу виживаність клітин після 

відігріву, збереження їх специфічного 

імунофенотипу та здатності до 

спрямованого диференціювання [9]. 

Однак ДМСО є потенційно токсичним 

і здатен пошкодити клітини при 

використанні у високих концентра-

ціях. Ксеногенне походження іншого 

ключового компонента КЗС – сиро-

ватки – підвищує ризик виникнення 

імунних реакцій після інфузії, а також 

створює небезпеку передачі різних 

інфекцій. Таким чином, розробка 

підходів, спрямованих на зниження 

концентрації ДМСО, і пошук 

альтернативи ЕС, є актуальними за-

вданнями кріобіології. 

Для зниження токсичних 

концентрацій проникаючого кріо-

протектора успішно застосовують са-

хариди природнього походження. Їх 

введення до складу КЗС збільшує 

дегідратацію клітин та дозволяє 

зменшити як концентрацію, так і час 

взаємодії із ДМСО. На відміну від 

більшості традиційних кріо-

протекторів, сахариди можна вико-

ристовувати у відносно невисоких 

концентраціях, що дозволяє не ви-

даляти їх після відігрівання, таким 

чином, запобігаючи додаткової втрати 

клітин.  

Серед сахаридів однією із 

найперспективніших для біотехно-

логічного застосування вважається 

сахароза. Доведено, що сахароза 

підвищує осмолярність середовища та 

зменшує утворення кристалів льоду 

всередині клітини під час процесу 

заморожування, забезпечуючи стабі-

лізацію плазматичної мембрани, як 

позаклітинний кріопротектор [15]. Са-

харозу успішно застосовують для 

зниження концентрації ДМСО до 5% 

для біобанкінгу стовбурових клітин 

пуповинної крові [15, 17, 19].  

В якості альтернативи ксено-

генній ЕС в середовищі культивування 

широко застосовують продукти на 

основі крові людини, в тому числі 

тромбоцитарний лізат (ТЛ). Тромбо-

цитарний лізат містить ряд біо-

активних молекул, серед яких виявлені 

фактори коагуляції, молекули адгезії, 

інгібітори протеаз і протеоглікани, фа-

ктори росту ендотелію судин (VEGF), 

епідермісу (EGF), тромбоцитів (TGF-

ВВ), нервів (NGF-β) , фібробластів 

(FGF-β), фактор некрозу пухлини 

(TNF-α) та ін. [12, 4, 22, 10]. В ряді 

робіт доведена можливість заміни ЕС 

на ТЛ у середовищі для культивування 

МСК [1, 3, 20]. Після експансії МСК у 

присутності ТЛ істотних відмінностей 

в імунофенотипі та здатності до 

мультилінійного диференціювання не 

виявляється. При застосуванні ТЛ в 

якості ростового компонента відмі-

чена стимулююча дія на проліферацію 

ендотеліальних клітин, фібробластів і 

МСК різного походження.  

Нещодавно було зроблені перші 

спроби по використанню ТЛ для 

кріоконсервування клітин. Поодинокі 

дослідження свідчать про перспектив-

ність заміни ЕС на ТЛ у складі КЗС, 

доповнених 10% ДМСО [23,24]. Однак 

даних про застосування ТЛ при за-

морожуванні МСК без додавання або з 

мінімальною концентрацією ДМСО 
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виявлено не було, хоча створення 

подібних КЗС може надати мо-

жливість застосування клітинного 

продукту відразу після відігріву без 

додаткових маніпуляцій.  

Метою даної роботи було до-

слідити збереженість і метаболічну 

активність МСК після кріоконсерву-

вання в КЗС, яке не містить ДМСО, де 

в якості альтернативи ЕС застосували 

ТЛ. 

 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 

Отримання ТЛ 
ТЛ отримували із цільної крові 

шляхом процедури дворазового це-

нтрифугування. В результаті першого 

центрифугування (680 g, 15 хвилин) 

плазму, яка містить тромбоцити, 

відокремлювали від еритроцитів і 

лейкоцитів. На другому етапі це-

нтрифугування (2400 g, 20 хвилин) 

отримували концентрат тромбоцитів 

(~ 3×1010 тромбоцитів/мл). Фракцію, 

збагачену тромбоцитами, піддавали 

лізису шляхом триразового замо-

рожування-відігріву та зберігали при -

20°C [2, 21]. 

Культивування МСК 

У роботі використовували МСК 

жирової тканини людини 4-6 пасажів. 

Експансію клітин проводили при 37°C, 

5% CO2 і 95% вологості в середовищі 

α-MEM, що містить 50 мкг/мл пе-

ніциліну (Biowest, Nuaillé, France), 50 

мкг/мл стрептоміцину (Biowest, 

France) і 0.2 мМ л-глютаміну (Sigma-

Aldrich, США), а також 10% ЕС (FS, 

Biowest, France). 

 

Попередня обробка і кріоконсер-

вування МСК 
Для попередньої підготовки 

клітин за 24 години до заморожування 

в середовище культивування додавали 

100 мМ сахарози. Потім, попередньо 

оброблені клітини трипсинізували та 

ресуспендували в 1 мл КЗС. КЗС 

складалося із середовища α-MEМ, 200 

мМ сахарози, та 10% ЕС або 10% ТЛ. 

У деяких групах до КЗС додавали 1% 

ДМСО. МСК заморожували в 

пластикових кріопробірках (NUNC, 

США) зі швидкістю охолодження 1 

град/хв до - 80°C (Nalgene Mr Frosty, 

Sigma-Aldrich, США), а через добу 

занурювали у рідкий азот [7, 8]. 

Кріоконсервовані зразки (1×106 

клітин/кріопробірку) зберігали у 

рідкому азоті при - 196°С не менше 3 

тижнів. Перед подальшими до-

слідженнями клітини відігрівали на 

водяній бані при 37°С. В якості 

негативного контролю вико-

ристовували МСК, які заморожували 

без кріопротекторів. Клітини, кріо-

консервовані в середовищі, що містить 

10% ДМСО та 10% ЕС, слугували як 

позитивний контроль. 

Оцінка збереженості і мета-болічної 

активності клітин після кріоконсер-

вування 

Безпосередньо після відігріву ви-

значали збереженість клітин. Вико-

ристовували аналіз цілісності плазма-

тичної мембрани по забарвленню 0,2% 

розчином трипанового синього (ТС). 

Кількісно цей показник виражали як 

процентне співвідношення живих (не 

забарвлених ТС) клітин до загальної 
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кількості підрахованих клітин в камері 

Горяєва (n = 5). 

Оцінку виживання та метаболі-

чної активності кріо-консервованих 

МСК проводили за допомогою Alamar 

Blue тесту (Serotec Ltd, Bio-Rad, 

Raleigh, NC, USA). Для цього після 24 

годин рекультивування, клітини 

інкубували в культуральному середо-

вищі, що містить 10% Alamar Blue 

протягом 3 год при 37°С. Рівень 

флуоресценції розчину оцінювали за 

допомогою планшетного спектро-

флуориметру TECAN GENios (Tecan 

Genios; Австрія) при довжині хвилі 

збудження 550 нм і хвилі випро-

мінювання 590 нм. Відношення 

інтенсивності флуоресценції експе-

риментальних і контрольних зразків 

(без клітин) виражали у відносних 

одиницях флуоресценції (RFU) (n = 8). 

Клітини, що не були кріоконсервовані, 

використовували як контрольну групу, 

їх метаболічну активність вважали за 

100%.  

Статистика 
Отримані експериментальні дані 

мали нормальний розподіл і ана-

лізували за допомогою t-критерія 

Ст’юдента із поправкою Бонфероні 

(для множинних порівнянь). Ре-

зультати представляли як середнє 

арифметичне ± стандартне відхилення. 

Відмінності вважали статистично 

значущими при p≤0,01. 

 

РЕЗУЛЬТАТИ 

Після трипсинізації і до кріо-

консервування збереженість клітин 

складала 98% (контроль). Потім МСК 

були заморожені у КЗС на основі сере-

довища α-MEM із додаванням 10% 

ДМСО, 10% ТЛ або 10% ЕС. 

Показники збереженості клітин оці-

нювали безпосередньо після відігріву, 

тоді як метаболічну активність ви-

значали через 24 години рекульти-

вування. 

Як видно з Рис. 1, після кріо-

консервування в КЗС, що містить 10% 

ДМСО та 10% ЕС (стандартний 

метод), збереженість клітин становила 

понад 85%. Метаболічна активність, 

що була оцінена за допомогою АВ 

тесту, була на 20% нижчою, ніж у 

контролі. Використання ТЛ в якості 

компонента КЗС дозволило отримати 

подібні до ЕС показники збереженості 

та метаболічної активності клітин. 

Заморожування МСК без додавання 

ДМСО та інших кріопротекторів 

призводило до практично повної заги-

белі клітин. 
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Рис.1. Збереженість і метаболічна активність клітин після кріоконсервування під 

захистом 10% ДМСО із додаванням ЕС або ТЛ (* – p < 0.05 по відношенню до групи 

контролю; ^ – p < 0.05 по відношенню до групи контролю). 

Зменшити або повністю уникнути 

використання ДМСО дозволяє за-

пропонований нами раніше підхід 

попередньої підготовки клітин шля-

хом культивування у присутності 

сахарози [14]. Для цього за 24 години 

до кріоконсервування до культу-

рального середовища додавали саха-

рид у концентрації 100 мМ. Після 

попередньої обробки, клітини замо-

рожували в КЗС, яке також містить 

сахарозу, в кількості 200 мМ і без 

додавання ДМСО. Цей протокол 

дозволив зберігти життєздатність 

майже половини клітин у кріо-

консервованих зразках (Таблиця 1). 

У наступній серії експериментів із 

метою зменшення коливань онко-

тичного тиску при заморожуванні-

відігріві до складу КЗС, окрім 200 мМ 

сахарози, додавали 10% ЕС або 10% 

ТЛ за відсутності ДМСО. Отримані 

значення збереженості клітин після 

відігріву майже не відрізнялись для 

обох груп і були в середньому на 10% 

вище, ніж без використання ЕС або 

ТЛ. Однак покращення метаболічної 

активності клітин відмічалося лише 

після кріоконсервування у присутності 

10% ТЛ. 

Показники збереженості і мета-

болічної активності клітин до і після 

кріоконсервування у різних КЗС (* – p 

<0.01 по відношенню до культи-

вованих клітин; ^ –- p <0.01 по 

відношенню до відповідної групи із 

ЕС).
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Таблиця 1 

Показники збереженості і метаболічної активності клітин до і після 

кріоконсервування у різних КЗС 

Експериментальні групи Збереженість, 

% клітин 

(забарвлення ТС) 

Метаболічна  

активність, % 

(Alamar Blue тест) 

Культивовані клітини (до 

кріоконсервування) 
98 ± 1.4 % 100% 

Програмне заморожування 

+сахароза  
47.3 ± 5.9%* 41 ± 4.8 %* 

Програмне заморожування+ 

сахароза + 10% ЕС 
59 ± 3.3%* 39 ± 2.8 %* 

Програмне заморожування + 

сахароза + 10% ТЛ 
58 ± 2.5%* 51 ± 4.3 %*^ 

Програмне заморожування + 

сахароза+ 1% ДМСО 
60.8 ± 3.7%* 50±3.6 %* 

Програмне заморожування + 

сахароза+ 1% ДМСО + 10% ЕС 
63.2 ± 4.1%* 52 ±5.5 %* 

Програмне заморожування + 

сахароза + 1% ДМСО +10% ТЛ 
70.0 ± 2.9%*^ 65.1 ± 5.0 %*^ 

 

Отримані показники, хоч і були 

достатньо високими, але не досягали 

рівня контролю. Тому на наступному 

етапі експериментів КЗС було допо-

внено кріопротектором ДМСО в 

мінімальній нетоксичній концентрації 

1%. Додавання 1% ДМСО до складу 

КЗС із сахорозою, де в якості 

осмотичної добавки використовували 

ЕС, призводило лише до незначних 

позитивних змін. У групі із ТЛ 

результати збереженості покращу-

валися на 12%. Аналогічні зміни 

спостерігали і для показників мета-

болічної активності через 24 години 

після відігріву зразків і розсіву клітин 

на поверхню культурального плас-

тику. 

Кріоконсервовані МСК в процесі 

рекультивування були здатні до 

адгезії, активної міграції і пролі-

ферації. Клітини мали класичну 

фібробластоподібну морфологію і фо-

рмували характерні «потоки». При 

порівнянні клітин контрольної групи 

та клітин після кріоконсервування 

значних відмінностей виявлено не 

було. 

ОБГОВОРЕННЯ 

Відомо, що класичні методи 

кріоконсервування, що засновані на 

застосуванні ДМСО, забезпечують 

високу виживаність клітин, але 

обмежують їх терапевтичне засто-

сування через ризик розвитку не-

бажаних побічних ефектів. Доведено, 
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що ДМСО у високих концентраціях, 

взаємодіючи з білками і ліпідами, 

змінює структурні властивості клі-

тинних мембран [11, 13, 18, 25]. Для 

зниження концентрації ДМСО до 

складу кріозахисного середовища 

вводять компоненти, які здатні стабі-

лізувати клітинну мембрану, ви-

рівняти осмотичний та онкотичний 

тиск. З цією метою широко за-

стосовують ЕС, яка, однак, містить ряд 

імунореактивних компонентів, здат-

них викликати імунну реакцію після 

введення [7].  

Уникнути використання ДМСО у 

КЗС дозволяє підхід до кріо-

консервування МСК, що включає по-

передню обробку клітин сахаридами 

та їх додавання до складу середовища 

для заморожування [14]. Дослідження 

показали, що застосування сахаридів і 

подібна підготовка клітин дозволяє 

зберегти життєздатність близько 50% 

клітин після заморожування без 

ДМСО і ЕС. 

У цій роботі були проведені 

експерименти по заморожуванню 

МСК жирової тканини без додавання 

або із мінімальною концентрацією 

проникаючого кріопротектора ДМСО. 

Збереженість клітин після кріо-

консервування без ДМСО у при-

сутності ТЛ була значно вищою, ніж у 

відповідній групі з ЕС. Введення лише 

1% ДМСО до складу КЗС дозволило 

отримати понад 70% життєздатних 

клітин, що хоч і менше показників 

контрольної групи, але близько до ре-

зультатів традиційного методу кріо-

консервування із застосуванням 10% 

ДМСО і ЕС. 

Можливість використання ТЛ в 

якості альтернативи ЕС для кріо-

консервування амніотичних МСК, 

МСК кісткового мозку і жирової 

тканини в присутності високих 

концентрацій ДМСО була показана у 

роботі Taylor et al [23]. Tolosa L. і 

співавт. встановили, що додаткове 

введення 10% або 20% ТЛ до 

стандартного кріозахисного середо-

вища для гепатоцитів (середа 

Вісконсін і 10% ДМСО) підвищувало 

виживаність клітин і сприяло збере-

женню їх функціональної активності 

після заморожування-відігріву [24]. 

Відомо, що основним чинником, 

який призводить до загибелі клітин 

після кріоконсервування [5, 6,] є по-

рушення про- і антиоксидантного 

балансу, що посилює оксидативний 

стрес та індукує апоптоз. Активізація 

цих процесів обумовлена не тільки 

впливом низьких температур, але й 

безпосередньо залежить від складу 

КЗС. Вважається, що ТЛ у складі КЗС, 

завдяки унікальному набору біо-

логічно активних речовин, має ме-

мбраностабілізуючу дію, тим самим 

забезпечуючи високу збереженість і 

метаболічну активність МСК. Таким 

чином, використання ТЛ дозволяє 

мінімізувати оксидативний стрес і 

пошкодження макромолекул, в тому 

числі ДНК, при кріоконсервуванні.  

Подальше вивчення механізму 

кріозахисної дії ТЛ може послужити 

основою для розробки ефективних 

методів кріоконсервування, що до-

зволять знизити концентрацію кріо-

протекторів і відмовитися від ви-

користання ксеногенної сироватки. 
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Виходячи з того, що ідеальне сере-

довище для кріозахисту повинно бути 

нетоксичним, не містити імуногенні 

елементи, але забезпечувати високу 

виживаність клітин, запропонований у 

роботі підхід по введенню ТЛ до 

складу КЗС із сахаридами може 

сприяти подальшому розвитку клітин-

ної терапії [16]. 

ВИСНОВКИ 

1. Заміна ЕС на ТЛ у КЗС, що 

містить 10% ДМСО, дозволяла 

зберегти понад 80% життєздатних 

клітин після кріоконсервування.  

2. Попередня обробка МСК 

сахарозою і введення ТЛ чи ЕС у КЗС 

забезпечували високу збереженість 

клітин навіть за відсутності про-

никаючого кріопротектору ДМСО.  

3. Найкращі показники збере-

женості (70±3%) і метаболічної актив-

ності (65±5%) були досягнуті після 

попередньої обробки клітин сахаро-

зою та при використанні КЗС, 

доповненого 10% ТЛ, 100 мМ сахарози 

і 1% ДМСО. Кріоконсервовані МСК 

після відігріву при подальшому 

культивуванні мали характерну фібро-

бластоподібну морфологію, були здат-

ні до міграції і проліферації. 

Публікація містить результати 

досліджень, проведених за грантом 

Президента України за конкурсним 

проектом (Ф82). 
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PLATELET LYSATE AS A COMPONENT OF CRYOPROTECTIVE MEDIA FOR 

CRYOPRESERVATION OF MESENCHYMAL STROMAL CELLS 

 

Tykhvynska O.O., Rogulska O.Y., Petrenko O.Y. 

 

Mesenchymal stromal cells (MSCs) due to their unique properties are widely used in regenerative medicine. Standard 

cryopreservation methods that are based on the use of penetrating cryoprotectant dimethyl sulfoxide (DMSO) and fetal bovine 

serum (FS) can ensure high cell survival, but limit the possibility of therapeutic application because of the risk of adverse 

reactions. The toxicity of high DMSO concentrations and FS immunogenicity require significant optimization of 

cryopreservation approaches.  

In the current study, freezing of human MSCs in cryoprotective media (CPM) with different compositions was 

performed. Twenty-four hours prior to freezing, cells were pretreated by addition of 100 mM sucrose into the culture medium. 

CPM with 200 mM sucrose were supplemented with 10% FS or 10% platelet lysate (PL) in the presence or absence of 1% 

DMSO. The cells frozen without any cryoprotectants were used as a negative control. The MSCs cryopreserved in media 

containing 10% DMSO and 10% FS were chosen as a positive control group. The MSCs were frozen in cryogenic vials with a 

cooling rate of 1 deg/min to -80°C with the following immersion into liquid nitrogen. The cell survival was determined by 

trypan blue staining; metabolic activity was assessed using the Alamar Blue test. It was revealed that viability of MSCs after 

freezing in CPM containing 200 mM sucrose, 10% FS or 10% PL without DMSO addition were 59±3.3% and 58±2.5%, 

respectively. The metabolic activity of cells in the PL group exceeded the results of the FS group by 12%. When 1% DMSO 

was added into the CPM containing 200 mM sucrose and 10% PL, the cell survival rate and metabolic activity were by 7% 

and 13% higher than in the presence of 10% FS. 

The obtained results indicate that replacement of FS with PL in the CPM without penetrating cryoprotectant DMSO 

allows to maintain MSCs viability and increase their metabolic activity after freeze-thawing. 

Key words: mesenchymal stromal cells, platelet lysate, cryopreservation, sucrose. 
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