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(57) Спосіб крюконсервування гемопоетичних
клітин шляхом поетапного заморожування до -
196°С в розчині консервування, що містить диме-
тилсульфоксид, який відрізняється тим, що роз-
чин консервування додатково включає 10 %
поліетиленоксиду молекулярної маси 400, а вміст
диметилсульфоксиду складає 2-3 %

Винахід відноситься до медицини, зокрема
кріобюлопі, і може бути використаний у транс-
плантологи

Відомий спосіб крюконсервування гемопоети-
чних клітин у розчині консервування, який містить
гліцерин [1]

Однак гліцерин повільно проникає всередину
клітин, у зв'язку з чим необхідна тривала експо-
зиція клітин із крюпротектором, що призводить до
їхнього ушкодження

Найбільш близьким до заявлюваного є
спосіб крюконсервування гемопоетичних клітин із
крюпротектором диметилсульфоксидом (ДМСО)
[2] Клітини занурюють у розчин, який містить 5-10
% ДМСО, шкубують у ньому протягом 15-20 хв і
поетапно заморожують до -196°С спочатку зі
швидкістю 1°С/хв до -40°С, витримують 10 хви-
лин, потім зі швидкістю 10°С/хв до -80°С із насту-
пним зануренням у рідкий азот

Недоліком способу є те, що використовувана
концентрація ДМСО є токсичною Це призводить
до зниження функціональної активності клітин вже
на етапі еквілібрацм і, окрім того, потребує
відмивання від крюпротектора перед трансфузією

В основу винаходу поставлено задачу створи-
ти такий спосіб консервування гемопоетичних клі-
тин, в якому шляхом зниження концентрації ДМСО
забезпечувалася би можливість підвищити функ-
ціональну активність клітин Ця задача вирішуєть-
ся тим, що в способі крюконсервування гемопое-
тичних клітин шляхом поетапного заморожування
до -196°С у розчині консервування, який містить

ДМСО, розчин консервування додатково включає
10 % поліетиленоксида мм 400 (ПЕО-400), а
вміст ДМСО складає 2-3 %

ПЕО-400 є малотоксичною речовиною, дозво-
леною для внутрішньовенного введення, тому він
не виявляє негативного впливу на організм люди-
ни

Уведення 10 % ПЕО-400 у розчин консерву-
вання дає можливість знизити концентрацію
ДМСО до 2-3 %, що забезпечує підвищення
функціональної активності клітин на 20-25 %

Спосіб здійснюють таким чином
Гемопоетичні клітини, одержані з ембріональ-

ної печінки людини 6-12 тижнів гестацм, дисоцію-
ють на поодинокі клітини і фільтрують через сис-
тему для переливання крові Одержані клітини
розводять розчином Хенкса і додають розчин крю-
консервування, який містить 2-3 % ДМСО і 10 %
ПЕО-400 Через 15-20 хв клітини заморожують зі
швидкістю 1°С/хв , витримують 10 хвилин на плато
кристалізації, а потім заморожують зі швидкістю
10°С/хв до -80°С з наступним зануренням у рідкий
азот (-196°С) Відігрівання здійснюють на водяній
бані при 37-40°С

Гемопоетичні клітини крюконсервували в се-
редовищах, які містять різні концентрації (0-10 %)
ДМСО в поєднанні з 10 % ПЕО-400 і без нього

Після розморожування здійснювали підраху-
нок клітин у камері Горяєва, а також експлантацію
в метилцелюлозне середовище, яке містило реко-
мбшантні ростові фактори, 10 нг/мл колонієстиму-
люючого фактора гранулоцитів і макрофагів, 10
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нг/мл ІЛ-3, 50 нг/мл фактора стовбурових клітин і З
од/мл еритропоетину) Результати тонування
підраховували на 14-у добу культивування Су-
марна КІЛЬКІСТЬ колонієформуючих одиниць (КФО)
представлена в таблиці

Таблиця

КІЛЬКІСТЬ КФО після крюконсервування (п=6)

Концентрація
ДМСО, %

0
2
3
5

10

КІЛЬКІСТЬ КФО

Без ПЕО-400
2±1

35±5
48±5

264±30
212±24

3 ПЕО-400
184±26
325±32
333±30
307±22
256±25

Із наведених у таблиці даних видно, що після
крюконсервування клітин без крюпротекторів ко-
лони практично не формуються Після
крюконсервування в розчині, який містить тільки
ДМСО, максимальна КІЛЬКІСТЬ КФО відзначена при
концентрації 5 % Подальше збільшення концен-
трації ДМСО призводило до зниження числа КФО
Уведення 10 % ПЕО-400 до складу крюзахисного
розчину призводило до істотного збільшення

КІЛЬКОСТІ КФО навіть у відсутності ДМСО Однак
максимальна колонієформуюча активність у при-
сутності 10 % ПЕО-400 відзначалась при концен-
траціях ДМСО 2-3 % Функціональна активність
клітин у цьому випадку була на 23 % вищою, ніж у
прототипі (5 % ДМСО) При наступному збільшенні
концентрації ДМСО у присутності ПЕО-400
КІЛЬКІСТЬ КФО знижалась унаслідок токсичності
ДМСО

Таким чином, уведення 2-3 % ПЕО-400 до
складу розчину консервування дає можливість
знизити концентрацію ДМСО і за рахунок цього
підвищити функціональну активність гемопоетич-
них клітин Окрім цього, після крюконсервування
не потрібне відмивання клітин від крюпротектора
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