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ИСПОЛЬЗУЕМЫХ ДЛЯ ДОЛГОВРЕМЕННОГО  

ХРАНЕНИЯ ДОНОРСКИХ ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК
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Полученные из донорских моноцитов дендритные клетки перспективны для использования в лечении онколо-
гических заболеваний. Однако имеются проблемные вопросы, лимитирующие в настоящее время их клиническое 
применение. Одним из таковых является протокол криоконсервации клеток с последующим восстановлением по 
востребованию. В целях снижения или полного исключения повреждающих факторов, действующих на клетки 
при замораживании, в питательную среду добавляется криопротектор. Используемые криопротекторы относятся 
к широкому спектру сахаров, диолов и аминокислот, которые стабилизируют биомолекулы различными способа-
ми в зависимости от их молекулярной массы и механизма действия на клетки. В работе охарактеризованы группы 
криопротекторов (эндо- и экзоцеллюлярные, смешанные и комбинированные), а также представлены методики 
криоконсервации дендритных клеток.
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Monocyte-derived donor dendritic cells are promising for use in the treatment of cancer. However, there are some 
problems that currently limit their clinical use. One of which is the cryopreservation of cells followed by restoration on 
demand. А cryoprotector must be added to the nutrient medium in order to reduce or completely eliminate the damaging 
factors acting on cells during freezing. Cryoprotectors refer to a wide range of sugars, diols and amino acids that stabilise 
biomolecules in various ways, depending on their molecular weight and mechanism of action on cells. The work describes 
groups of cryoprotectors (endo- and exocellular, mixed and combined cryoprotectors), as well as presents techniques of 
cryopreservation of dendritic cells.

Keywords: dendritic cells; donor dendritic cells; cryoprotector.

Введение
В последние годы появились работы, посвященные применению полученных из донорских моно-

цитов дендритных клеток (ДК), отражающие перспективы аллогенного использования ДК в лечении 
онкологических заболеваний [1–3]. Однако имеются проблемные вопросы, лимитирующие в настоя-
щее время их клиническое применение: отсутствие стандартизации протоколов генерации, индукции 
созревания, а также криоконсервации донорских ДК. 

Для длительного хранения клеточного продукта необходима криоконсервация, которая позволит вос-
становить биологические функции клеток после размораживания. При замораживании на живые объек
ты воздействуют два повреждающих фактора – формирование внутриклеточного льда и обезвожива-
ние. Чтобы снизить или полностью исключить эти факторы, в питательную среду следует добавлять 
криопротектор  [4]. Для достижения оптимального режима криоконсервации необходимо обеспечить 
сбалансированное соотношение питательной среды и криопротектора, так как чрезмерно низкая кон-
центрация криопротектора приводит к шоковому охлаждению, а слишком высокая его концентрация 
токсична [5].

Используемые криопротекторы относятся к широкому спектру сахаров, диолов и аминокислот, ко-
торые стабилизируют биомолекулы различными способами в зависимости от их молекулярной массы 
и механизма действия на клетки. Выделяют две основные группы криопротекторов – эндоцеллюлярные 
(глицерин, диметилсульфоксид (ДМСО), диметилацетамид (ДМАЦ), пропиленгликоль (ПГ), этиленгли-
коль (ЭГ)) и экзоцеллюлярные (поливинилпирролидон (ПВП), гидроксиэтилкрахмал (ГЭК)). 

Характеристика различных групп криопротекторов
Эндоцеллюлярные протекторы имеют низкую молекулярную массу (<100 Да), за счет чего спо-

собны проникать в клетки через плазматическую мембрану. Вещества данной группы обладают выра-
женной токсичностью, это обусловливает необходимость отмывки размороженной клеточной взвеси, 
что приводит к потере части криоконсервированных клеток [4]. 

Наиболее используемым криопротектором является ДМСО (7–10 % раствор) – органическое вещество, 
относящееся к классу оксидов, которое хорошо проникает в клетки, реорганизует структуру образую-
щегося льда. Благодаря наличию кислорода ДМСО обладает высокой способностью вступать в реакции 
с солями и оксидами фосфора, серы, формировать связи с глицерином, сахарозой и другими органи-
ческими соединениями. Показано, что токсичность ДМСО на организменном уровне имеет видовую 
зависимость: полулетальная доза (ЛД 50 ) для кроликов составляет 19,2 г на 1 кг массы тела животного, 
для обезьян – 11,0, для мышей – 3,8, для собак – 2,5 г/кг.

Имеются данные об использовании в качестве криопротекторов глицерина, ДМАЦ, ПГ, ЭГ. Глице-
рин (10 –20 % раствор) – органическое вещество, простейший представитель трехатомных спиртов. Его 
криопротекторная активность высока на различных биологических объектах. Однако как трехатомный 
спирт глицерин оказывает токсическое действие на данные биологические объекты (ЛД 50 составляет 
(4,57 ± 0,14) г/кг). Аминоспирт ДМАЦ обладает высокой криопротекторной активностью в отношении 
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тромбоцитов, лейкоцитов и других клеток. Он разрешен для клинического применения. Токсичность 
вещества изучена на различных животных: ЛД 50 для мышей составляет 4,2 г/кг, для крыс – 3,56 г/кг. 
Двухатомный спирт ПГ обладает протекторными свойствами в отношении различных клеток живот-
ных на более высоком уровне, чем глицерин и ДМСО, но при этом вызывает изменения на цитоплаз-
матическом уровне. Установлено, что ЛД50 для кроликов составляет 13,1 г/кг, для крыс – 6,0 г/кг [6]. 
Двухатомный спирт ЭГ – кислородсодержащее органическое соединение, которое при использовании 
в качестве криопротектора не оказывает выраженного цитотоксического действия на клетки. При этом 
отмечены низкая токсичность на клеточном уровне и выраженная токсичность на организменном [7]. 
Его ЛД 50 для крыс составляет 4,7 г/кг.

Экзоцеллюлярные протекторы не способны проникать в клетку из-за их высокой молекулярной 
массы (180 –594 Да). Данные криопротекторы предотвращают гиперосмотический лизис [8; 9]. Раство-
ры не проникающих в клетки органических веществ, как правило, обладают более слабыми криопро-
текторными свойствами и низкой токсичностью на клеточном и организменном уровнях. Интерес к крио-
протекторам этой группы не ослабевает благодаря возможности синтезировать протектор, не требующий 
удаления из размороженной взвеси клеток. Наиболее выраженными криопротекторными свойствами об-
ладают ПВП, ГЭК и растворы на их основе. Искусственный полимер ПВП термоустойчив, ЛД 50 данно-
го вещества на мышах не установлена. При внутривенном введении 25 % раствора ПВП переносимая 
доза составляет 8 г/кг, летальная – 12–15 г/кг. Являясь практически нетоксичным, биологически инерт-
ным веществом с почти отсутствующей иммунологической активностью [10], ГЭК может включаться 
в метаболические процессы в организме [11]. Однако в клиническом аспекте отмечена его способность 
вызывать аллергические и анафилактические реакции различной степени тяжести.

Кроме того, известны вещества смешанного криопротекторного действия, проявляющие свойства 
эндо- и экзоцеллюлярных криопротекторов, например полимерные соединения полиэтиленоксидов (ПЭО). 
Так, ПЭО с молекулярной массой 400 и 1500 применяются в качестве криопротекторов клеток костного 
мозга, крови и других биологических объектов. Установлено, что ПЭО с молекулярной массой до 400 
обладают эндоцеллюлярным действием, а высокомолекулярные ПЭО – экзоцеллюлярным. Также от-
мечено, что ПЭО представляет собой малотоксичное вещество, криопротекторный эффект которого 
заключается в способности стабилизировать молекулы воды [12].

Появляется все больше фактов, свидетельствующих о том, что комбинация эндо- и экзоцеллюлярных 
криопротекторов более эффективна [13]. Перспективным направлением считается изучение эффектив-
ности комбинированных криопротекторов с включением в их состав дополнительных ингредиентов из 
солей органических и неорганических кислот, углеводов, белков плазмы крови, биологически активных 
веществ и других компонентов. По причине видоспецифичности биологического материала состав ком-
бинированных криопротекторов вариабелен (экзо- и эндоцеллюлярные криопротекторы, антиоксиданты 
и стабилизаторы биологических мембран (витамин Е, сывороточный альбумин)) [14]. Комбинированные 
криопротекторы способствуют стабилизации фракций воды, образованию мелкокристаллического льда, 
снижению эффекта гиперконцентрации солей и т. д. Однако в присутствии ряда криопротекторов отме-
чается увеличение интенсивности перекисного окисления липидов, которое зависит от вида вещества, 
его концентрации и времени экспозиции в нем клеток  [15]. Замораживание и размораживание оказы
вают дополнительное влияние на повышение интенсивности процессов перекисного окисления липидов, 
что приводит к изменению состояния липидного бислоя клеточных мембран и нарушению структурных 
и функциональных систем клетки – ионных насосов, мембранных ферментов. Следовательно, при ком-
бинировании необходимо учитывать воздействие данных веществ на клетки.

До настоящего времени остается открытым вопрос, какими свойствами должен обладать эффектив-
ный криопротектор, хотя некоторые из них известны: способность сохранять биологическую полно
ценность после замораживания-оттаивания, нетоксичность, отсутствие необходимости отмывания взве-
си клеток после размораживания, растворимость в воде, способность стабилизировать молекулы воды, 
отсутствие накопления в клетках и разрушения клеточных мембран, способность участвовать в мета-
болических процессах жизнеспособных клеток [16].

Преимущества и недостатки охарактеризованных групп криопротекторов представлены в таблице.
В клинических исследованиях используют различные методики криоконсервации ДК  [17–19]. 

В проведенных в США исследованиях ДК моноцитарного происхождения, культивируемые в бессы-
вороточной среде, замораживали и хранили при – 80 °C с использованием 4 % человеческого сыво-
роточного альбумина и криопротекторов – внеклеточного 6 % ГЭК и внутриклеточного 5 % ДМСО. 
После размораживания оценивали жизнеспособность, фенотип ДК и  представление антигена до 
и после криоконсервации (3, 6, 9, 12 мес. и более). Показано, что ДК сохраняли жизнеспособность 
((82,0 ± 2,3) %) не менее 24 мес. Фенотип и функции ДК были сопоставимы с показателями до крио
консервации [17].
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Характеристика криопротекторов
Characteristics of cryoprotectors

№ п/п Криопротекторы Преимущества Недостатки

1 Эндоцеллюлярные Низкая молекулярная масса 
(<100 Да), позволяющая прони-
кать в клетки через плазматиче-
скую мембрану

Выраженная токсичность, 
обусловливающая необходимость 
отмывки взвеси клеток после 
размораживания

1.1 Диметилсульфоксид Хорошее проникновение 
в клетки, реорганизация 
структуры образующегося льда, 
высокая способность вступать 
в реакции с солями и оксидами 
фосфата, серы, формировать связи 
с глицерином, сахарозой и др. 

ЛД 50 = 19,2 г/кг (для кроликов),
ЛД 50 = 11,0 г/кг (для обезьян),
ЛД 50 = 3,8 г/кг (для мышей),
ЛД 50 = 2,5 г/кг (для собак)

1.2 Глицерин Высокая криопротекторная 
активность на различных 
биологических объектах

ЛД 50 = (4,57 ± 0,14) г/кг

1.3 Диметилацетамид Высокая криопротекторная 
активность в отношении 
тромбоцитов, лейкоцитов 
и других клеток, наличие 
разрешения на клиническое 
применение

ЛД 50 = 4,2 г/кг (для мышей), 
ЛД 50 = 3,56 г/кг (для крыс)

1.4 Пропиленгликоль Протекторные свойства 
в отношении различных клеток 
животных на более высоком 
уровне, чем у глицерина 
и диметилсульфоксида

ЛД 50 = 13,1 г/кг (для кроликов),
ЛД 50 = 6,0 г/кг (для крыс)

1.5 Этиленгликоль Криопротекторные свойства, 
отсутствие выраженного 
цитотоксического действия на 
клетки

Выраженная токсичность 
на организменном уровне при 
низкой токсичности на клеточном 
уровне, ЛД 50 = 4,7 г/кг (для крыс)

2 Экзоцеллюлярные Низкая токсичность на клеточном 
и организменном уровнях, 
возможность синтезировать 
криоконсерванты, не требующие 
удаления из размороженной 
клеточной взвеси

Неспособность проникать в клетку 
из-за высокой молекулярной 
массы (180 –594 Да), слабые 
криопротекторные свойства

2.1 Поливинилпирролидон Термоустойчивость Неустановление ЛД 50 на мышах, 
переносимая доза при внутривенном 
введении 25 % раствора – 8 г/кг, 
летальная – 12 –15 г/кг

2.2 Гидроксиэтилкрахмал Нетоксичность, биологическая 
инертность с практически 
отсутствующей иммунологической 
активностью, способность 
включаться в метаболические 
процессы в организме

Способность вызывать 
аллергические и анафилактические 
реакции различной степени тяжести

3 Смешанные – –
3.1 Полимерные соединения 

полиэтиленоксидов
Эндоцеллюлярное (соединения 
полиэтиленоксидов 
с молекулярной массой до 
400) и экзоцеллюлярное 
(высокомолекулярные соединения 
полиэтиленоксидов) действие, 
криопротекторный эффект, 
заключающийся в способности 
стабилизировать молекулы воды

Токсичность
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№ п/п Криопротекторы Преимущества Недостатки

4 Комбинированные Бóльшая эффективность,  
способствование стабилизации 
фракций воды, образованию 
мелкокристаллического 
льда, снижению эффекта 
гиперконцентрации солей и т. д.

Наблюдаемое в присутствии ряда 
криопротекторов увеличение 
интенсивности перекисного 
окисления липидов,  
приводящее к изменению состояния 
липидного бислоя клеточных 
мембран и нарушению структурных 
и функциональных систем клетки

В Республике Корее исследовали влияние криоконсервации моноцитов периферической крови на 
дифференцировку их в ДК. При этом криоконсервировали более 1 ⋅ 108 клеток на 1 мл моноцитов пери-
ферической крови (n = 52 нед.) с использованием морозильника с регулируемой скоростью заморажи-
вания и хранили их в паровой фазе резервуара с жидким азотом. Влияние криоконсервации моноцитов 
на дифференцировку в ДК оценивали путем сравнения фенотипических и функциональных свойств 
незрелых и зрелых ДК, полученных из криоконсервированных моноцитов, с аналогичными свойствами 
ДК, дифференцированных из свежих моноцитов. В результате было показано, что дифференцирован-
ные из восстановленных после криоконсервации моноцитов ДК имели типичный иммунофенотип и со-
храняли функциональную активность, эквивалентную активности ДК, полученных из свежих моно-
цитов [18].

В Национальном центре клеточных наук (Индия) оценивали влияние добавления трегалозы (не прони-
кающего внутрь клеток олигосахарида) в криопротекторную среду на восстановление ДК после крио
консервации. Для длительного хранения (n = 6 мес.) ДК, полученные из моноцитов периферической 
крови, замораживали с помощью программируемой морозильной камеры с регулируемой скоростью 
замораживания и хранили в жидком азоте. Для кратковременного хранения (n = 1 мес.) клетки замо-
раживали и хранили при – 80 °C. Криопротекторная среда контрольной группы включала IMDM, 10 % 
ДМСО и 20 % бычьего сывороточного альбумина; в опытной группе криопротекторная среда дополни-
тельно содержала 50 мкг/мл трегалозы. После восстановления ДК обеих групп оценивали жизнеспо-
собность, морфологию, функциональность и фенотип клеток. Установлено, что добавление трегалозы 
в криопротекторную среду лучше сохраняет жизнеспособность и функциональность ДК [19].

Заключение
В настоящее время наиболее распространенным криопротектором для долговременного хранения ДК 

является ДМСО – эндоцеллюлярный протектор, хорошо проникающий в клетку. Преимуществами при-
менения ДМСО считаются достаточно низкая токсичность, невысокая стоимость, а также простой прото-
кол пробоподготовки клеток перед криоконсервацией. Однако существуют альтернативные варианты, 
которые были описаны в единичных работах и не получили широкого распространения. Для определения 
подходящего протектора для криоконсервации донорских ДК, предназначенных для лечения онкозаболе-
ваний, нужны дальнейшие исследования. 
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