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популяцій і кореляції між генетичними й еколого-географічними 

параметрами популяцій дослідженого виду. 
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Значущим проривом у галузі трансплантації гемопоетичних 

прогеніторних клітин (ГПК) стало використання кордової крові 

людини (КК), яка отримується при народженні дитини [1]. 

Всезростаюча увага з боку вчених і лікарів до використання КК 

призвела до необхідності створення кріобанків, у яких зразки 

зберігаються в замороженому стані за температури -196ºС. Проте, 

процеси обробки кріопротекторами та заморожування-

відігрівання можуть викликати неконтрольоване утворення в 

клітинах активних форм кисню (АФК) з подальшим розвитком 

деструктивних процесів [3]. Тому додавання до кріозахисного 

середовища антиоксидантів повинно сповільнити розвиток 

оксидативного стресу і, таким чином, покращити результати 

кріоконсервування [2].  
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Метою роботи була оцінка антирадикальної активності 

антиоксиданту L-карнітину при кріоконсервуванні ядровмісних 

клітин кордової крові людини з 7,5% ДМСО. 

Виділення фракції ядровмісних клітин (ЯВК) із цільної КК 

проводили методом седиментації у поліглюкіні. В якості 

кріопротектора використовували ДМСО у кінцевій концентрації 

7,5%. L-карнітин (LС) використовували в кінцевих концентраціях 

1; 5, 10; 15; 20; 50 мМ. Кріоконсервування проб КК проводили на 

програмному заморожувачі зі швидкістю 1ºС/хв до -80ºС з 

наступним зануренням до рідкого азоту. Вміст АФК в ЯВК КК 

оцінювали методом протокової цитофлуориметрії з 

використанням дихлородигідрофлуоресцеїн діацетату (DCF+-

клітини). Оцінку стадій апоптозу ядровмісних клітин з 

подальшим визначенням живих клітин з непошкодженою 

мембраною (AnnexinV‒7AAD‒ клітини) проводили 

цитофлуориметричним методом з одночасним внесенням до 

зразків маркерів Annexin V FITC, CD45PE і 7-AAD.  

При визначенні впливу ДМСО та різних концентрацій LС 

на кількість клітин із надлишковим вмістом АФК показали, що 

зразки, заморожені тільки в присутності 7,5% ДМСО, 

характеризувалися кількістю клітин з надмірним вмістом АФК на 

рівні 19-23%. Внесення в середовище кріоконсервування LС [4] 

забезпечувало зниження кількості DCF+-клітин в 

деконсервованих пробах в середньому на 15-24%. 

Найефективнішими виявились концентрації LC 15-20 мМ. Для 

з’ясування ефективності методу кріоконсервування можна 

застосовувати підхід по визначенню після розморожування 

кількості живих клітин з неушкодженою мембраною 

(AnnexinV‒7AAD‒). Використання методу протокової 

цитофлуориметрії з використанням вітального ДНК барвника 7-

ААD, який зв’язується тільки з деспіралізованою молекулою 

ДНК, дозволяє, як показали додаткові тести (у тому числі 

культуральні), ідентифікувати саме живі клітини. Annexin V, 

який фіксує наявність екстерналізованого на зовнішньому 

моношарі мембрани фосфатидилсерину, дозволяє виявити 

клітини на першій стадії апоптозу, які при потраплянні в 

кровоносне русло будуть додатково елімінуватися макрофагами, 

оскільки втрата трансмембранної асиметрії фосфоліпідів є однією 
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з невід’ємних ознак розвитку апоптозу в клітинах та тригером 

для їх поглинання. При аналізі виходу отриманих після 

кріоконсервування з 7,5% ДМСО життєздатних клітин з 

неушкодженою мембраною було показано, що в контролі вихід 

таких клітин складав близько 54% у порівнянні з пробами до 

кріоконсервування. Визначення виходу живих неушкоджених 

клітин після розморожування з ДМСО та LС продемонструвало 

більше збереження таких клітин в усіх експериментальних 

групах, що містили антиоксидант, починаючи з найнижчої 

концентрації 1 мМ. Значущі відмінності спостерігалися в пробах, 

що містили у складі кріопротекторного розчину 7,5% ДМСО та 

15-20 мМ LС. В цих пробах зберігалося на 14% більше живих 

клітин у порівнянні з контрольними зразками, які не містили 

антиоксидант. 

Таким чином, було показано, що внесення розчину ДМСО 

до суспензії ядровмісних клітин кордової крові людини та 

подальше їх кріоконсервування призводить до розвитку окисних 

процесів з підвищеним утворенням активних форм кисню, які 

можуть знижувати збереженість клітин та їх життєздатність. 

Сумісне застосування в кріозахисному середовищі ДМСО в 

концентрації 7,5% та 15-20 мМ L-карнітину сприяє підвищенню 

кількості живих клітин з неушкодженою мембраною. 
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