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(57) 1 Спосіб кріоконсервування та підготовки до
трансфузії гемопоетичних клітин кордової крові,
що включає розведення цільної крові стабілізато-
ром крові у співвідношенні 4 1, видалення еритро-
цитів, виділення надетою клітинної зависі, дода-
вання рівного об'єму крюконсерванта на основі
полівшілпіролідону (ПВП) з подальшим програм-
ним заморожуванням та розморожуванням суміші,
який відрізняється тим, що видалення еритроци-
тів проводять після розведення цільної кордової
крові стабілізуючим розчином, обробкою розведе-
ної кордової крові розчином пдроксіетилкрохмалю

для осадження еритроцитів, після чого осад вида-
ляють, вільний від еритроцитів надстій клітинної
зависі концентрують, а крюконсервант додають до
концентрату клітинної зависі
2 Спосіб за п 1, який відрізняється тим, що ви-
далення еритроцитів проводять шляхом введення
в препарат крові розчину пдроксіетилкрохмалю в
розчині хлориду натрію в воді для ІН'ЄКЦІЙ при
співвідношенні компонентів, в грамах на літр роз-
чину

пдроксіетилкрохмаль 60,0-100,0
натрію хлорид 9,0
вода решта,

при співвідношенні розчину крові до розчину пдр-
оксіетилкрохмалю, що дорівнює 3 1, витримки су-
міші до повного осадження еритроцитів та пода-
льшого зняття надетою, що містить гемопоетичні
КЛІТИНИ
3 Спосіб за п 1, який відрізняється тим, що кон-
центрування клітинної зависі проводять шляхом и
центрифугування та видалення верхнього шару
зависі, вільного від клітин

Винахід відноситься до області консервування
живих тканин людини, зокрема крові, яка може бу-
ти застосована в КЛІНІЧНІЙ практиці для лікування
різних захворювань

Відомий спосіб кріоконсервування та підготов-
ки до трансфузії гемопоетичних клітин кордової
крові, що полягає у введенні у цільну кордову кров
крюконсерванту - 20% розчину диметилсульфок-
сиду (ДМСО) у співвідношенні 1 1 , подальшого
програмного заморожування та розморожування
препарату крові

Спосіб вимагає складної підготовки розморо-
жених клітин кордової крові до трансфузії шляхом
багаторазового відмивання клітин від ДМСО з од-
ночасним вилученням гемолізату еритроцитів (Vil-
mer et al HLA-mismatched cord blood transplantation
in a patient with advanced leukemia // Transplanta-
tion, 1992, 53, № 5, p 1155-1157)

Використання у цьому способі як крюконсер-
ванту ендоцелюлярної дії - ДМСО, що має значну
токсичність, чинить негативну дію як на розморо-
жені гемопоетичні клітини - строк їх збереження

без структурно-функційних змін не перевищує 20-
30 хв, так і на організм людини, якій роблять
трансфузію Крім цього, необхідність багаторазо-
вого відмивання клітин гіпертонічним розчином
глюкози до ІЗОТОНІЧНОГО вмісту ДМСО також нега-
тивно впливає на збереження гемопоетичних клі-
тин кордової крові, які підготовлені до трансфузії
МІСТКІСТЬ збережених клітин в таких препаратах
становить 75-78 %

Найбільш близьким до способу, що пропону-
ється, є спосіб кріоконсервування та підготовки до
трансфузії гемопоетичних клітин кордової крові
шляхом введення у цільну кордову кров стабіліза-
тору крові, наступного центрифугування цільної
крові для вилучення плазми, введення у нефрак-
цюновану кров рівного об'єму крюконсерванту, у
якості якого використовується водний розчин низь-
комолекулярного полівшілпіролідону (ПВП), глю-
кози та лактози, програмного заморожування клі-
тинної зависі, з наступним розморожуванням для
трансфузії, вилученням гемолізату еритроцитів,
шляхом центрифугування розведеної сольовим

ю
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розчином низькомолекулярного ПВП розмороже-
ної клітинної зависі з подальшим вилученням
надетою, та ресуспендуванням клітин, що зали-
шилися, у раніш вилученій кордовій плазмі (пат
України № 3 0 0 1 4 А)

Спосіб усуває негативну дію ДМСО та забез-
печує підвищення МІСТКОСТІ збережених клітин кор-
дової крові у розмороженій зависі до 85-91%, але
не усуває складності приготування розмороженої
крові перед трансфузією, яка включає цілий ряд
операцій вилучення гемолізату еритроцитів шля-
хом центрифугування розведеної сольовим розчи-
ном низькомолекулярного ПВП розмороженої клі-
тинної зависі, подальше вилучення надетою, ре-
суспендування клітин, що залишилися, у раніш
вилученій кордовій плазмі Складність підготовки
препарату крові до трансфузії викликана необхід-
ністю її фракціонування перед трансфузією

Задача винаходу полягає у створенні способу
крюконсервуваня та підготовки до трансфузії ге-
мопоетичних клітин кордової крові, який, шляхом
зміни ПОСЛІДОВНОСТІ операцій крюконсервування та
застосування операції виділення еритроцитів шля-
хом обробки цільної кордової крові розчином спе-
ціального складу, введення додаткової операції
концентрування клітинної зависі, забезпечив би
зменшення КІЛЬКОСТІ операцій підготовки клітинної
завісі до трансфузії після розморожування

Вирішення задачі полягає у способі крюконсе-
рвування та підготовки до трансфузії гемопоетич-
них клітин кордової крові, що включає розведення
цільної крові стабілізатором крові у співвідношен-
ні 4 1 , виділення еритроцитів, виділення надетою
клітинної зависі, додавання рівного об'єму крюкон-
серванту на основі ПВП з подальшим програмним
заморожуванням та розморожуванням суміші, в
якому, ВІДПОВІДНО до винаходу, виділення еритро-
цитів проводять після розведення цільної кордової
крові стабілізуючим розчином, обробкою розведе-
ної кордової крові розчином на основі пдроксіетил-
крохмалю, після чого осад видаляють, вільний від
еритроцитів надстій клітинної зависі концентрують,
а крюконсервант додають до концентрату клітин-
ної зависі

Виділення еритроцитів проводять шляхом
введення в розчин цільної крові плазмозамінювача
- пдроксіетилкрохмалю (з середньою молекуляр-
ною масою - 450000 та молекулярним заміщен-
ням, що дорівнює 0,7), в розчині хлориду натрію в
воді для ІН'ЄКЦІЙ (ізотонічному розчині), при спів-
відношенні компонентів розчину в грамах на літр
розчину

пдроксіетилкрохмаль 60,0-100,0
натрію хлорид 9,0
вода решта,

при співвідношенні розчину крові до розчину плаз-
мозамінювача, що дорівнює 3 1, витримки суміші
до повного осадження еритроцитів та подальшого
розділення надетою, що містить гемопоетичні клі-
тини і осад еритроцитів Повне осадження еритро-
цитів, як правило, проходить за 30-50 хвилин

Концентрування клітинної зависі проводять
шляхом и центрифугування та видалення верх-
нього шару зависі - вільного від клітин

Препарат кордової крові після розморожуван-
ня готовий для трансфузії В І Д О М І способи крюкон-
сервування кордової крові, які включають фракціо-

нування крові перед заморожуванням Це, напри-
клад, спосіб, що описаний в патенті США
№ 5 0 0 4 5 8 1 , в якому попереднє фракціонування
проводили шляхом диференційного центрифугу-
вання у градієнті ЩІЛЬНОСТІ гипак-фикколлу, спосіб,
що описаний у роботі Harris D T et al Collekction,
separationand creiopreservation of umbilical cord
blood for use in transplantation // Bone Marrow
Transplant, 1994, 13, p 135-143, в якому попереднє
фракціонування проводили шляхом осадження
еритроцитів кордової крові 3%-ним розчином же-
латину Низький вихід мононуклеарних клітин в
розморожених препаратах крові у порівнянні з ви-
хідними даними свідчить про те, що застосування
тільки операції попереднього фракціонування кро-
ві недостатньо для усунення складностей при при-
готуванні розмороженого препарату крові для
трансфузії з одночасним досягненням високих по-
казників виходу мононуклеарних клітин після роз-
морожування

Для крюконсервування використовували відо-
мий крюконсервант, що вмішує водний розчин ни-
зькомолекулярного ПВП, глюкози та лактози у
співвідношенні компонентів розчину, об %

низькомолекулярний ПВП 17-20
глюкоза 10-11
лактоза 4-5
вода решта
Для розведення кордової крові використову-

вали відомий препарат для стабілізації препаратів
крові - "Глюпцир", що має склад в грамах на літр
розчину

натрію пдроцитрат (дво-
заміщенний) для ІН'ЄКЦІЙ 20

глюкоза в перерахунку на
безводну ЗО

вода для ІН'ЄКЦІЙ решта до 1 літра
Для видалення еритроцитів використовували

плазмозаміщуючий препарат "Стабізол", що має
склад 500 мл препарата включає пдроксіетилкра-
хмалю - 30,00 г, хлориду натрію - 4,50 г, води для
ІН'ЄКЦІЙ решта - до 500 мл

Використання препаратів для осадження ери-
троцитів зі вмістом пдроксіетилкрохмалю меншим
за 60 г/л призводить до неповного осадження ери-
троцитів, а більш за 100 г/л призводить до значної
втрати гемопоетичних клітин

Використання препаратів зі вмістом пдроксі-
етилкрахмалю в межах концентрацій, що пропо-
нуються, дозволяє досягнути повного осадження
еритроцитів, та позитивно впливає на гемопоетич-
ні клітини препарату крові Зміна концентрації в
межах діапазону, що пропонується, обумовлює
швидкість осадження еритроцитів

Описаний склад відомий як плазмозамінювач і
раніше не використовувався для осадження ерит-
роцитів

При концентруванні клітинної зависі об'єм, що
видаляється, встановлюється візуально по границі
зміни кольору Експериментально встановлено,
що він коливається в межах 60-67%

Приклад 1 Заготівлю крові проводили з пупо-
винної вени материнського кінця пуповини з вико-
ристанням системи для взяття крові, що з'єднана з
пляшками об'ємом 250 мл зі стерильним розчином
"Глюпцир" Кордову кров змішували у співвідно-
шенні 4 1 , після чого додавали "Стабізол" у спів-
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відношенні 1 частина розчину на 3 частини розве-
деної крові та витримували ЗО хвилин Вільний від
осаджених еритроцитів надстій обережно знімали
та центрифугували (1200 об/хв - 10 хв) Вільний
від клітин об'єм центрифугату видаляли, а зали-
шок - концентровані клітини - змішували з рівним
об'ємом крюконсерванту на основі ПВП Клітинну
завись з крюконсервантом розливали у металеві
контейнери ємкістю 75-160 мл та заморожували
ВІДПОВІДНО до загальноприйнятого програмного
заморожування Розморожування проводили на
водяній бані при температурі 40+0,5°С протягом
35+5 секунд За допомогою системи для перели-
вання крові клітинну завісь, яка готова для транс-
фузії, з контейнеру переливали у стерильну пляш-
ку ємкістю 100-250 мл

Підготовка до трансфузії препарату крові, кон-
сервованого способом, що пропонується, не по-
требує ніяких операцій, крім розморожування

Для збереження чистоти експерименту одно-
часно нами був відтворений спосіб крюконсерву-
вання та підготовки до трансфузії гемопоетичних
клітин кордової крові ВІДПОВІДНО до прототипу

Приклад 2 Заготівлю крові проводили з пупо-
винної вени материнського кінця пуповини, з вико-
ристанням системи для взяття крові, що з'єднана з
пляшками об'ємом 250 мл з стерильним розчином
"Глюпцир" Кордову кров змішували з "Глюпциром"
у співвідношенні 4 1 Суміш центрифугували при

1200 об/хв - 20 хвилин та вилучали плазму, яку
піддавали заморожуванню та зберігали у холоди-
льнику при -(20-30)°С Клітинну завись, вилучену
від плазми, змішували з крюконсервантом у спів-
відношенні 1 1 та розливали у металеві контейне-
ри ємкістю 160 мл Металеві контейнери з клітин-
ною зависсю заморожували ВІДПОВІДНО ДО загаль-
ноприйнятого програмного заморожування Роз-
морожування проводили на водяній бані при тем-
пературі 40+0,5°С протягом 35+5 секунд За допо-
могою системи для переливання крові клітинну за-
вись з контейнеру переливали у стерильну пляшку
ємкістю 250 мл та додавали до неї рівний об'єм
сольового розчину 6% низькомолекулярного ПВП,
суміш центрифугували при 1200 об/хв - 15 хвилин,
вилучали надстій, що вміщує гемолізат еритроци-
тів, а клітини, що залишилися, ресуспендували у
виділеній на попередньому етапі та розмороженій
плазмі

Оцінку життєздатності клітин проводили мето-
дом суправітального забарвлення 1% водним роз-
чином еозину та підрахунком абсолютного вмісту
ядровмісних і мононуклеарних клітин

Аналізу піддавали заготовлену для консерва-
ції кордову кров та клітинну завись, що була крю-
консервована та підготована для трансфузії за
способом, що пропонується, та способом за прото-
типом Одержані результати зведені в таблицю

Таблиця

Покажчик

Життєздатність, %
КІЛЬКІСТЬ ядровмісних

клітин, 108

КІЛЬКІСТЬ мононуклеа-
рів, 108

Приклад 2

ВИХІДНІ дані

96,6+0,41

3,19+0,23

1,29+0,06

Препарат, готовий
до трансфузії

88,2+0,30

2,65+0,20

1,19+0,82

Приклад 1

ВИХІДНІ дані

92,0+0,61

2,93+0,22

1,46+0,09

Препарат, готовий
до трансфузії

89,1+0,82

2,78+0,44

1,40+0,1

Дані, що наведені в таблиці, засвідчують зни-
ження процента життєздатності клітин в зразках,
що готувалися способом за прототипом, до 91%,
порівняно з вихідними даними, а у зразках, що го-
тувалися способом, який пропонується -тільки до
97% При цьому збереженість як ядровмісних клі-
тин в цілому, так і мононуклеарних клітин після
розморожування препарату крові, що консервова-

на способом, який пропонується, значно переви-
щує такі показники препарату "за прототипом"

Якщо прийняти ВИХІДНІ дані за 100%, то збе-
реженість ядровмісних клітин в цілому після кон-
сервування способом, що пропонується, складає
94% порівняно з 83% - при консервуванні "за про-
тотипом", а збереженість мононуклеарів - 96% і
92%, ВІДПОВІДНО
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