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Tissue engineering is a dynamically developing part of re
generative medicine, nowadays it allows to restore the full - 
local defects of the articular surface. Further development of 
technologies in this area assumes rehabilitation of full function
ally and structurally related tissue complex.
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В настоящее время значительно возрос интерес к транс
плантации аутологичных стволовых клеток (АСК) с целью 
заместительной терапии.

Преимущества использования аутологичных АСК перед 
аллогенными достаточно очевидны.

Это:
- отсутствие необходимости дорогостоящего HLA типи- 

рования
- отсутствие развития острой и хронической формы ре- 

акции-трансплантат-против-хозяина;
- длительный положительный эффект трансплантации 

вследствие отсутствия реакций отторжения;
- отсутствие вероятности перекрестного инфицирова

ния;
Наряду с перечисленными преимуществами, аутологич

ным СК свойственен важней недостаток -  невозможность 
одномоментного получения достаточного количества кле
ток и, как следствие -  необходимость их промежуточного 
«подращивания» в условиях культуры.

Там и тогда, где и когда время является залогом успеха 
трансплантации (например, в комбустиологии), последнее 
сводит на нет все преимущества аутологичных СК.

Однако проблема имеет хорошо известное решение -  
создание банка аутологичных АСК.

В последнем случае определяющим моментом является 
криоконсервирование заранее запасенных культур аутоло
гичных клеток до момента, когда в них возникнет необхо
димость -  будь то тяжелое заболевание или желание паци
ента провести коррекцию возрастных изменений кожи.

Основная цель криоконсервирования - сохранение жиз
неспособности СК при длительном хранении [37]. Протоко
лы криоконсервирования для СК в основном базируются на 
методиках, установленных для клеток костного мозга [21], 
заключающиеся в добавлении в качестве криопротектора 
диметилсульфоксида (ДМСО) к клеточной суспензии в 
концентрации 10% [4, 6, 17, 25, 36].

Однако, помимо защитной функции, ДМСО может ока
зывать токсическое действие на клетки, приводящее, в ко
нечном счете, к их гибели [8, 21, 28]. Кроме того, ДМСО 
способен вызывать нежелательную преждевременную диф- 
ференцировку СК, выступая в качестве вектора для цитоки- 
нов [22, 29] или стимулировать апоптоз [34]. Внесение

ДМСО может оказывать отрицательное влияние на реципи
ента [9, 13, 13, 19,32,39].

Применение ДМСО не исключает возможности исполь
зования дополнительных криопротекторов и биоантиокси- 
дантов [10, 14, 15 23, 40, 41]. Однако именно ДМСО в ко
нечной концетрации 10% признан наиболее эффективным 
для защиты СК при криоконсервации [1].

Альтернативой ДМСО может послужить газ ксенон, об
разующий в водных растворах клатраты, которые препятст
вуют образованию льда [30]. В настоящее время этот газ, 
ввиду низкой токсичности, широко используется в анесте
зиологии в качестве наркотического средства и для терапии 
целого ряда заболеваний [2, 3 ,5, 11, 20, 24, 26, 31, 33].

Ранее, в ряде работ была продемострирована возмож
ность использования смеси благородных газов (ксенона, 
криптона, аргона при давлении 1,5 атм [7], смеси ксенона и 
кислорода при давлении 6-7 атм [35] для краткосрочной 
криоконсервации органов млекопитающих (6 часов и 30 
минут соответственно).

Вместе с тем чистый ксенон или ксенон с небольшими 
примесями других газов способен образовывать клатраты 
при давлении и температуре близким к нормальным [16], 
что вероятно, позволит исключить дорогостоящее и небезо
пасное оборудование для получения высокого давления а 
так же сложного программируемого криогенного оборудо
вания и позволит консервировать клетки с использованием 
обычного холодильного оборудования для криоконсервиро
вания и резервуаров Дюара с жидким азотом для после
дующего хранения.

Материалы и методы
МСК были выделены из подкожной жировой клетчатки
4 здоровых мужчин в возрасте 27-42 г и культивирова

ны в условиях, подробно описанных в литературе [27, 43].
После достижения 70% конфлюенции, клетки были мо

билизованы обработкой 0,25% раствором трипсина в ЭДТА 
(Invitrogen) пересажены на новые матрасы большей площа
ди (на 4 матраса каждая) из расчета 1,000-3,000 кл/см". 
Подсчет клеток производили на гематологическом анализа
торе Cobas Micros ОТ.

В дальнейшем, по достижению конфлюенции 75-80%, 
культуры были случайным образом поделены на группы.
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Номер группы Криоконсервант
Контроль

Число культур

ДМСО 5%
ДМСО 10%

Ксенон 100%

Криоконсервирование
МСК снимали с матрасов раствором трипсина-версена 

по стандартной методике и, после центрифугирования, ре- 
суспендировали и подсчитывали на гематологическом ана
лизаторе.

Обработка культур клеток ксеноном.
Флаконы для криоконсервации с культурой клеток про

дували Хе в течение 10 минут при постепенном снижении 
температуры до 0 С0 на ледяной бане, после чего флаконы 
закупоривали, помещали в контейнер для контролируемого 
охлаждения Nalgene Сгуо а затем в холодильник Sanyo 
MDF-192 при -70 С на 1 час. В последующем пробы храни
ли в парах LN: при температуре над контейнером с культу
рами -150 С0 в течение 48 часов и 6 месяцев.

Обработка клеток ДМСО
Готовили культуру клеток, содержащую двукратное ко

личество клеток в половинном объеме среды и раствор 
предварительно стерилизованного фильтрацией ДМСО в 
культуральной среде с таким расчетом, чтобы при смеши
вании получить стандартное количество клеток в среде, 
содержащей 5 или 10% ДМСО.

Криопробирки с культурами помещали в контейнер 
Nalgene Сгуо и помещали в холодильник Sanyo MDF-192 
при -70 С0 на 1 час. Затем пробы хранили в парах LN: при 
температуре над контейнером с культурами -150 С0

Размораживание образцов проводили путем помещения 
криопробирки в водяную баню при 37°С [36].

Для удаления ДМСО, клетки перед посевом на культу
ральные среды неоднократно отмывали центрифугировани
ем. С целью нивелирования возможных эффектов данной 
процедуры на изучаемые параметры, образцы, в которых в 
качестве криопротектора использовали ксенон, обрабатыва
ли по такому же протоколу.

Жизнеспособность определяли по проценту окрашен
ных (0,4% раствором трипанового синего) клеток в камере 
Горяева. Принимая во внимание высокую погрешность 
данного метода (при соблюдении всех тонкостей протокола 
составляет не менее 10%), одновременно оценивали проли
феративную активность клеток по включению в макромоле
кулы меченых селективных предшественников синтеза ДНК 
(2|4С-тимидин Amersham Pharmacia Biotech). Радионуклид с 
активностью 37 кБк/мл среды вносили на 75 см‘ матрасы 
одновременно с 0.5x106 клеток. Эксперимент прерывали 
через трое суток культивирования, клетки снимали с матра

сов по стандартной методике и подсчитывали на гематоло
гическом анализаторе. Подсчет радиоактивности произво
дили в спиртотолуоловом сцинтилляторе на жидкостном 
сцинтилляционном счетчике Бета-2 (эффективность счета 
по углероду - 98%). Результаты выражали в беккерелях на 
10" клеток.

Клоногенную активность исследовали после фиксации 
клеток, окраски и подсчёта клеток, как отношение числа 
колоний, состоящих не менее, чем из 20 клеток, к числу 
посеянных и выражали в процентах по отношению к кон
тролю.

Полипотентность размороженных клеток изучали путем 
создания условий для дифференцировки АСК в различных 
направлениях

Для дифференцировки в адипогенном направлении в 
культуральную среду вносили комбинацию изобутилме- 
тилксантина, дексаметазона, инсулина и индометацина [42].

Для дифференцировки в хондрогенном направлении в 
культуральную среду вносили комбинацию инсулина, 
трансформирующего фактора роста и аскорбата [42].

Для дифференцировки в кардиомиогенном направлении, 
в культуральную среду вносили рекомбинантные IL3 и IL 6 
[18].

Для стимуляции дифференцировки в остеогенном на
правлении в культуральную среду вносили дигндровнтамин 
D3, аскорбиновую кислоту и глицерофосфат [42]

Статистическая обработка проводилась с использовани
ем пакета прикладных программ Statistica 3.04. Результаты 
считали достоверными при р<0,05.

Результаты н их обсуждение
В ходе проведенных исследований было обнаружено, 

что применение в качестве криопротектора ДМСО не обес
печивает полную сохранность клеток от повреждающего 
воздействия изменения температуры при замораживании и 
последующем разамораживани (таб. 1).

Так, доля дегенеративных клеточных форм после размо
раживания при использовании ДМСО была достоверно вы
ше, нежели в исходных культурах, причем при увеличении 
концентрации ДМСО с 5 до 10 % продемонстрировало тен
денцию к увеличению процента дегенеративных форм.

Вместе с тем, в результате применения в качестве крио- 
протектора ксенона, число дегенеративных клеточных форм 
не отличалось от контрольных показателей.

Таблица 2.

Показатели контроль

Криоконсерванты
ДМСО 

5% 
48 час

ДМСО 
5%6 6 

мес

ДМСО 
10% 

48 час

ДМСО 
10% 6 
мес

Хе 
48 час Хе 6 мес

Доля дегенера-тивных клеточных 
форм в% от общего количества

2,6 ±1,9 4,2 ±1,1 6,6 ±0,9* 8,4 ±1,2* 7,8 ±1,3* 3,1 ±1,4 2,9 ±1,7

Включение 2 |4С-тимидина в ДНК 
(Бк/106 клеток)

71,1 ± 
1,4

62,4 ± 
1,2*

56,6 ± 
1,3*

65,5 ± 
1,8*

60,7 ± 
2,9* 70,6± 2,9 70,7 ± 1,1

Клоногенная активность, % 100
89,76 ± 

1,69*
79,60 ± 

1,82*
91,12
±1,53

85,37 ± 
1,07*

99,20 ± 
2,07

99,43 ± 
1,54

* - достоверное отличие от контроля (р<0.05)

Результаты, полученные при исследовании синтетиче
ской активности клеток после криоконсервации, подтвер
ждают данные микроскопии. Так использование ДМСО с 
целью криопротекции сопровождается достоверным сни-
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жением синтетической активности в среднем на 14 %. По
лученные результаты согласуются с данными литературы 
[8, 14, 21, 40] и могут быть объяснены вытеснением клеток, 
образующимися в среде крупными кристаллами льда в ги-



перосмолярные каналы (рис 1). где клетки подвергаются 
воздействию механической деформации и осмотическому 
шоку. На образцах, обработанных ДМСО 10% через 48 ча
сов. Хорошо прослеживались деформированные клетки, 
вытесненные кристаллами льда в гиперосмолярные каналы.

В тоже время, результаты изучения синтетических па
раметров клеток, при крноконсервацин которых в качестве 
протектора использовался ксенон не отличались от кон
трольных (таб. 1). Наряду с этим, в образцах, где в качестве 
крнопротектора использовался Хе. Кристаллы льда визу
ально не определялись. Деформация клеток отсутствовала.

Ксенон, образуя клатраты, препятствует образованию 
льда как внутри клеток, так и в околоклеточной среде (рис. 
2 ).

По видимому, в этом случае повреждающее воздействие 
замораживания и оттаивания существенно ниже, нежели 
при использовании ДМСО.

Последнее позволяет предположить, что ксенон более 
эффективен в качестве крнопротектора, нежели «золотой 
стандарт»- ДМСО.

Однако многие креопротекторы, в том числе и ДМСО, 
обладают способностью вызывать нежелательную диффе- 
ренцировку стволовых клеток, что приводит к снижению их 
полипотетностии и формированию унипотентности [22,29]. 
Последнее является существенным моментом, поскольку 
ставит вопрос о целесообразности криоконсервирования 
полипотентных клеток.

С целью выяснения вопроса о наличии подобных эф
фектов у ксенона была изучена способность криоконсерви- 
рованных с использованием ксенона, в качестве криопро
тектора МСК дифференцироваться в 4 направлениях -  ход- 
ндрогенном, адипогенном, остеогенном, кардиомиогенном.

Следует отметить, что ни в одном случае не было отме
чено каких-либо особенностей роста и дифференцировкн 
криоконсервированных клеток по сравнению с интактнымн.

Выводы.
Исследование применения ксенона в качестве криопро

тектора мультипотентных мезенхимальных стволовых кле
ток показали его преимущества перед стандартно исполь
зуемым с этой целью ДМСО.

Кденон, в отличие от ДМСО, не вызывает нежелатель
ной дифференцировкн ММСК, и, наряду с этим, обеспечи
вает более высокую сохранность ММСК в ходе криокон
сервации.
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XENON - A NEW PROMISING CRYOPROTECTIVE 
AGENT FOR CRYOPRESERVATION OF 

MULTIPOTENT STEM CELLS

Makeev O.G.. Korotkov A. V. Ponomarev A.I.

A new cryopreservation method using xenon, a clathrate- 
forming gas, under normal pressure was investigated. The objec
tive of the study was to determine whether this cryostasis proto
col could protect stem cells at cryogenic temperatures and 
whether it has advantages over the standard protocol using 
DMSO. The results provided the first evidence that a cryostasis 
protocol using xenon as a clathrate-forming gas under normal 
pressure may have protective effects on stem cells. It was shown 
that xenon, in contrast to DMSO, does not cause unwanted dif
ferentiation of stem cells, and, in addition, allows for greater 
preservation of stem cells during cryopreservation. This cryosta
sis technology may find applications in developing new ap
proaches for long-term cryopreservation protocols.


	Страницы из konf_sbornik_2011_318.pdf
	konf_sbornik_2011_319

