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АНОТАЦІЯ 

  

Тарусін Д.М. Гіпотермічне зберігання та кріоконсервування мезенхімальних 

стромальних клітин у складі альгінатних мікросфер. – Кваліфікаційна наукова 

праця на правах рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за 

спеціальністю 03.00.19 «кріобіологія» (091 - біологія). – Інститут проблем 

кріобіології і кріомедицини НАН України, Харків, 2018. 

Дисертаційна робота присвячена визначенню впливу інкапсуляції у 

альгінатні мікросфери (АМС) шляхом електророзпилення на загальнобіологічні та 

специфічні властивості мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин 

(МСК) дерми людини, а також їх чутливості до кріоконсервування та зберігання 

за позитивних температур. 

Описано систему для отримання АМС, що включала шприцевий інфузійний 

насос, шприц для гелеутворювача об'ємом 1 мл з тупокінцевою голкою діаметром 

0,33 мм, ємність для гелюючого розчину і генератор з функцією регульованої 

подачі напруги від 0 до 7 кВ. Встановлено, що при вільному падінні крапель 

альгінату у гелюючий розчин CaCl2 формувалися мікросфери діаметром близько 

2000 мкм. Подавання навіть незначної напруги зменшувало розмір АМС до 1500 

мкм, подальше зменшення діаметра крапель корелювало зі збільшенням напруги.  

Значущими для процесу отримання мікросфер певного розміру та форми 

були такі параметри системи як відстань між місцем формування крапель 

(голкою) та гелюючим розчином, швидкість вивільнення гелеутворювача, форма 

кінчика голки. Основним параметром, який визначав форму одержуваних АМС, 

була концентрація розчинів альгінату натрію і хлористого кальцію. Найбільш 

стабільні мікросфери правильної сферичної форми з гладкою поверхнею 

утворювалися при використання 2,0 %-го альгінату натрію за умови його 

полімеризації у 2,0 %-му розчині CaCl2. 

Визначені параметри роботи системи, а саме: подана напруга ≈ 7 кВ, 

відстань від кінчика голки до поверхні гелюючого розчину 4 см, швидкість 
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вивільнення альгінату зі шприца 10 мл/год, тупокінцева форма голки, 

концентрація розчину альгінату натрію 2,0 %; концентрація CaCl2 2,0 % – 

забезпечили отримання АМС фіксованого діаметру в діапазоні від 200 до 800 мкм 

з відхиленням в межах 7 %. 

При отриманні АМС із вміщеними МСК останні по закінченню 

полімеризації візуалізувалися у товщі прозорого гідрогелю як одиночні 

відокремлені одна від одної клітини, розташовані рівномірно по всьому об'єму 

АМС. За МТТ-тестом життєздатність МСК у складі АМС становила 94±3 % при 

вихідній життєздатності клітин до інкапсуляції 96±2 %. Культивування МСК у 

складі АМС протягом 7 діб не призводило до зміни їхньої морфології та 

достовірного зниження життєздатності. Це дозволило зробити висновок, що 

визначені у даній роботі умови отримання мікросфер із застосуванням 

електророзпилення не чинять негативного впливу на клітини в перебігу самої 

процедури інкапсуляції. 

Ідентифікаційними характеристиками МСК, що були визначені для 

моношарової культури цих клітин, є фібробластоподібна морфологія, 

адгезивність, специфічний імунофенотип та наявність проліферативного і 

диференціювального потенціалів. Дослідження з об’ємними макропористими 

носіями, біосумісними з МСК, такими, наприклад, як обрані нами модифіковані 

скелети морської губки Ianthella basta, показали, що специфічні властивості МСК 

реалізуються і в умовах тривимірного культивування. Однак МСК, що проходили 

об’ємне культивування в товщі гідрогеля АМС, отриманих з 2 %-го альгінату 

натрію, не розпластувалися і не проліферували. 

Порівняльне дослідження виявило, що метаболічна активність МСК у 

складі АМС майже на 30 % нижча за рівень метаболічної активності клітин у 

моношарі: рівні утворення формазану з МТТ і відновлення AlamarBlue становили 

для МСК у складі АМС 0,44±0,01 умовних одиниць абсорбції (УОА) та 

2530,6±151,7 умовних одиниць флуоресценції (УОФ) відповідно, тоді як 

моношарові культури МСК характеризувалися показниками 0,64±0,02 УОА та 

3531±96 УОФ. 
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За допомогою катіонного карбоцианінового барвника JC-1 були виявлені 

відмінності у мембранному потенціалі мітохондрій МСК в залежності від умов їх 

перебування. МСК в моношарі демонстрували більш виражену флуоресценцію у 

червоно-помаранчевій області, що притаманна клітинам з високим Δψм. У складі 

АМС, навпаки, більшість клітин мали зелену флуоресценцію, тобто 

характеризувалися низьким Δψм. Кількісна оцінка спектрофлуориметричним 

методом підтвердила мікроскопічні спостереження: для МСК у складі АМС були 

характерними високі показники відносних одиниць флуоресценції (ВОФ) у 

зеленій області – 0,566±0,051, у той час як інтенсивність флуоресценції у червоно-

помаранчевої області складала лише 0,277±0,067 ВОФ. Для МСК у вигляді 

моношару, навпаки, в зеленій області показники флуоресценції мали нижчій 

рівень, ніж у червоно-помаранчевій: 0,387±0,019 та 0,564±0,020 ВОФ, відповідно. 

Таким чином, інкапсульовані в АМС МСК характеризувалися зниженням 

загальної метаболічної активності та мембранного потенціалу мітохондрій, а 

також відсутністю адгезивної та проліферативної активностей, які є достатньо 

енерговитратними процесами.  

 Означені відмінності мали оборотний характер: після вивільнення з АМС і 

переведення в умови моношарового культивування 85±4 % клітин 

прикріплювалися до адгезивної поверхні і були здатні до проліферації. На третю 

добу культивування на культуральному пластику клітини формували суцільний 

рівномірний моношар, а показник АВ-теста зростав втричі: 5766±122 УОФ 

порівняно з 1532±160 УОФ на першу добу. 

Вивільнені з АМС МСК виявляли здатність до індукованого 

диференціювання в адипогенному та остеогенному напрямках, що 

підтверджувалося накопиченням відповідних продуктів диференціювання в 

моношарових культурах. Істотних відмінностей між контрольними культурами та 

клітинами, що були піддані інкапсуляціі в АМС, при цьому виявлено не було. 

Таким чином, проведені дослідження показали, що визначена процедура 

отримання АМС, що містять МСК, за допомогою електророзпилення не чинить 

негативного впливу на ідентифікаційні характеристики МСК, а блокування 
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проліферації і зниження метаболічної активності клітин у складі АМС мають 

оборотний характер і є обмеженням реалізації потенціалу МСК, а не втратою 

клітинами відповідних властивостей.  

Раніше в нашій лабораторії було показано, що високу збереженість МСК, 

інкапсульованих в АМС, може забезпечити програмне повільне двоетапне 

заморожування у присутності ДМСО за умов залучення ініціації 

кристалоутворення та використання в кріозахисному розчині не менше 10 % 

ДМСО. Відмінність за розміром та технологією отримання АМС, застосованих у 

попередніх дослідженнях, зумовила необхідність проведення подальших 

досліджень щодо кріоконсервування АМС з МСК. При цьому нами була 

здійснена спроба залучити попереднє теоретичне обґрунтування і математичний 

розрахунок до вибору найбільш ефективного режиму заморожування для даного 

конкретного об'єкта. Крім того, ми намагалися отримати високі показники 

збереженості клітин за меншої концентрації кріопротектора. 

Визначення динаміки змін об’єму МСК при експозиції їх в 1 М ДМСО 

показало, що осмотична реакція МСК на таку концентрацію кріопротектора 

(швидка дегідратація та подальша повільна регідратація) як в суспензії, так і в 

АМС повністю завершувалася до 5-ї хвилини експозиції і не супроводжувалася 

помітними порушеннями клітинної цілісності, однак дегідратація МСК у складі 

АМС відбувалася повільніше. Експериментально визначенний відносний об’єм 

МСК у різні моменти перебування клітин в 1 М розчині ДМСО, а також отримані 

на їхній основі теоретичні криві залежності зміни клітинного об’єму від 

тривалості контакту з кріопротектором. Розрахунок з використанням фізико-

математичної моделі показав, що теоретична крива коректно описує 

експериментальні дані для МСК у вигляді суспензії за коефіцієнтів проникності 

мембран для молекул води Lp = (3,38±1,1)×10-14 м3/Н·с і ДМСО 

K1 = (1,60±0,21)×10-8 м/с, а для МСК у складі АМС – за Lp = (2,03±1,4)×10-14 

м3/Н·с і K1 = (1,07±0,18)×10-8 м/с. Означені відмінності цих характеристик для 

інкапсульованих клітин, ймовірно, є наслідком уповільнення дифузії 

кріопротектора у товщу альгінатного гідрогелю, і, отже, поступового зростання 
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концентрації кріопротектора безпосередньо біля самих клітин, а також розведення 

за рахунок утримуваної всередині АМС води. 

Підставляючи отримані коефіцієнти проникності до фізико-математичної 

моделі, що описує кінетику змін відносного об'єму клітин у процесі позаклітинної 

кристалізації за певної швидкості охолодження, вдалося спрогнозувати ступінь 

зневоднення МСК. 

Прогнозоване зневоднення МСК, які заморожували зі швидкостями від 0,5 

до 20 °С/хв до -40 °С, відрізняється для клітин у суспензії та у складі АМС: за 

швидкості охолодження 0,5 °С/хв розрахований відносний об’єм МСК у суспензії 

дорівнював 0,49, а у складі АМС - 0,57; за швидкості 1 °С/хв - 0,62 та 0,74, 

відповідно. Слід зазначити, що більші швидкості охолодження (від 10 °С/хв) не 

забезпечують достатнього зневоднення клітин, це може в результаті призвести до 

внутрішньоклітинної кристалізації і загибелі клітин у процесі заморожування. 

Проведені експерименти по кріоконсервуванню суспензій МСК та АМС з 

МСК у кріозахисному середовищі з 1 М ДМСО показали достовірність зроблених 

висновків. Кріоконсервування, що включало охолодження зі швидкостями 10 та 

20 °С/хв, призводило до загибелі близько 80 % клітин як у складі суспензії, так і у 

складі АМС. Кріоконсервування з використанням низьких швидкостей 

охолодження (0,5 та 1 °С/хв) не порушувало цілісність АМС, а життєздатність 

клітин зберігалася на рівні 75 % і вище. Найвищі значення життєздатності були 

отримані за швидкості охолодження 1 °С/хв: 88±4 % для суспензій клітин та 81±4 

% для клітин у складі АМС. Однакові значення життєздатності МСК, 

кріоконсервованих у вигляді суспензії і у складі АМС, були отримані при 

зниженні швидкості охолодження до 0,5 °С/хв. 

З метою оцінки можливості застосовування технології інкапсуляції для 

короткострокового зберігання та транспортування клітин було проведено 

порівняльне вивчення структурно-функціонального стану та здатності до 

індукованого диференціювання МСК, що перебували за позитивних температур 

(4, 22, 37 °С) у вигляді суспензії або у складі АМС. 
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Зберігання суспензій МСК в КС за усіх обраних температур 

супроводжувалося поступовим зниженням їхньої життєздатності, починаючи вже 

з 1-ї доби, що мало наслідком значну втрату життєздатних клітин наприкінці 

спостереження, на 3-ю добу. Найбільш вираженим зниження життєздатності було 

в разі зберігання при 4 °С − до 30 %. Інкапсульовані в АМС МСК краще 

переживали короткострокове зберігання, достовірні відмінності після 1-ї доби 

зберігання і надалі, впродовж усього періоду спостереження, були відзначені 

тільки у разі зберігання за 4 °С. За температури 22 °С достовірне зниження 

показника відзначалося лише на кінець експерименту, а зберігання 

інкапсульованих МСК при 37 °С не призводило до зниження життєздатності 

впродовж 3-х діб (87±9 %).  

Подібні зміни спостерігалися при визначенні здатності клітин до адгезії: в 

перебігу зберігання суспензій МСК відбувалося поступове зниження їхньої 

здатності адгезувати до підложки; МСК, які проходили етап зберігання за 22 та 37 

°С у складі АМС, значно більшою мірою зберігали свої адгезивні властивості, ніж 

клітини в суспензії; переваг інкапсульованих клітин над клітинами у суспензії в 

разі гіпотермічного зберігання за 4 °С не виявлялося. 

Аналіз метаболічної активності культур МСК, що були отримані після 

зберігання за позитивних температур у КС, виявив, що тільки культури МСК, що 

зберігалися у складі АМС за 22 і 37 °С, мали показники АВ-тесту на рівні 

контролю 4,04±0,56 - 4,24±0,52 ВОФ незалежно від терміну зберігання. 

Дослідження диференціювальних властивостей показало, що МСК після 

перебування у складі АМС у КС за різних позитивних температур зберігають 

здатність до остео- та адипогенезу. 

Таким чином, інкапсуляція у АМС дозволяє подовжити терміни безпечного 

зберігання МСК у КС за позитивних температур 22 і 37 °С: перебуваючи у складі 

АМС, клітини більшою мірою зберігають життєздатність, здатність 

прикріплятися до культурального пластику, метаболічну активність за АВ-тестом 

та диференціювальний потенціал, ніж за зберігання у вигляді суспензії.  
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Виявлене погіршення показників життєздатності та метаболічної активності 

МСК під час зберігання в КС при 4 °С може бути обумовлене складом обраного 

середовища, яке призначене забезпечувати підтримку клітинами при нормотермії 

свого гомеостазу шляхом реалізації власних метаболічних процесів, які при 

гіпотермії зазнають значних змін. Для перевірки цього припущення були 

проведені експерименти, в яких МСК в суспензії або у складі АМС зберігали в 

спеціалізованих розчинах – ССР та UW. 

Гіпотермічне зберігання за 4 °С суспензії МСК у КС призводило до 

зниження їхньої життєздатності до 33±10 % вже на 3-ю добу. Інкапсуляція у АМС 

частково запобігала загибелі клітин, і життєздатність становила 51±9 %. 

Застосування розчинів ССР і UW дозволяло зберегти життєздатність на цей строк 

практично на контрольному рівні. Подовження терміну зберігання в КС до 7-и діб 

призводило до загибелі майже усіх МСК як у суспензії, так і у складі АМС. В разі 

використання розчинів ССР та UW життєздатність МСК як у вигляді суспензії, 

так і у складі АМС достовірно знижувалася, проте залишалася на досить 

високому рівні (від 56±9 % до 76±6 % для різних груп спостереження). 

Гіпотермічне зберігання у КС призводило до значних втрат здатності МСК 

до адгезії. Залучення спеціалізованих розчинів істотно уповільнювало цей процес, 

дозволяючи зберегти даний показник на рівні не нижчому за 50 % на 7-му добу 

експерименту, причому відмінностей у досліджуваних властивостях між 

клітинами в суспензії та клітинами в АМС виявлено не було.  

Метаболічна активність за АВ-тестом МСК, що пройшли етап 

гіпотермічного зберігання в КС, була істотно нижчою за контрольний рівень на 

обидва строки спостереження. Застосування розчинів ССР та UW значною мірою 

запобігало втраті метаболічної активності: після 7-ми діб зберігання показники 

АВ-теста зменшувалися лише на 40-30 % від рівня контролю. Різниця між 

показниками для клітин всуспензії і у складі АМС була відсутня. 

МСК, що пройшли етап гіпотермічного зберігання у розчинах ССР та UW у 

складі АМС, мали здатність до індукованого диференціювання у остеогенному та 

адипогенному напрямках. 
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Таким чином, МСК у складі АМС після гіпотермічного зберігання 

впродовж 7-х діб у середовищах ССР та UW залишаються морфологічно, 

метаболічно та функціонально повноцінними. При поверненні клітин в умови 

моношарового культивування вони прикріплюються, набувають 

фібробластоподібного вигляду, активно проліферують та виявляють здатність до 

індукованого диференціювання у адипо- та остеогенному напрямках. 

 

Ключові слова: мультипотентні мезенхімальні стромальні клітини, 

альгінатні мікросфери, електророзпилення, кріоконсервування, гіпотермічне 

зберігання, метаболічна активність, мембранний потенціал мітохондрій, адгезія, 

проліферація, диференціювальний потенціал. 
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ABSTRACT 

 

Tarusin D.M. Hypothermic storage and cryopreservation of mesenchymal stromal 

cells in alginate microspheres. – Qualifying scientific work on the rights of the 

manuscript. 

Dissertation for the PhD degree in the specialty 03.00.19 “cryobiology” (091 - 

biology). – Institute for problems of cryobiology and cryomedicine of the NAS of 

Ukraine, Kharkiv, 2018. 

The dissertation is devoted to the determination of the influence of encapsulation 

in alginate microsphere (AMS) by electrospraying on the general biological and specific 

properties of human multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs), as well as their 

sensitivity to cryopreservation and storage at positive temperatures. 

A system for receiving AMS including a syringe infusion pump, a syringe for a 

gel with a volume of 1 ml and with a needle diameter of 0.33 mm, a bath for a gelling 

solution, and a generator with a controlled supply voltage of 0 to 7 kV is described. It 

was established that at free fall of alginate droplets in the gelling solution of CaCl2 

resulted in forming of microspheres with a diameter of about 2000 μm. The appling of 

even insignificant voltages reduced the size of the AMS to 1500 μm, further reducing 

the diameter of the droplets correlated with increasing voltage. 

Significant for the process of obtaining AMS woth a certain size and shape were 

the system parameters such as the distance between the place of droplet formation 

(needle) and the gelling solution, the release rate of the gel, the shape of the needle tip. 

The main parameter that determined the shape of the AMS was the concentration of 

solutions of sodium alginate and calcium chloride. The most stable microspheres of a 

correct spherical shape with a smooth surface were formed using 2.0 % sodium alginate, 

when polymerized in a 2.0 % solution of CaCl2. 

The parameters of the system are determined, namely: the applied voltage ≈ 7 kV, 

the distance from the tip of the needle to the surface of the gelling solution 4 cm, the 

rate of release of alginate from the syringe 10 ml/h, the blunt form of the needle, the 
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concentration of sodium alginate solution 2.0 %; concentration of CaCl2 2.0 % - ensured 

receipt of AMS fixed diameter in the range from 200 to 800 μm with a deviation of 7 %. 

Upon receipt of the AMS with the MSCs, the last after the completion of the 

polymerization were visualized in a layer of transparent hydrogel as single separated 

cells, located evenly throughout the volume of AMS. According to the MTT-test, the 

viability of MSCs in the AMS was 94±3 % with initial cell viability 96±2 % before 

encapsulation. Cultivation of MSCs in the AMS for 7 days did not change their 

morphology and a significant decrease in viability. This made it possible to conclude 

that the conditions for obtaining microspheres with the use of electric spin in the given 

work do not have a negative effect on cells during the course of the encapsulation 

procedure itself. 

Identification characteristics of MSCs that were determined for monolayer culture 

of these cells are fibroblast-like morphology, adhesion, specific immunophenotype, and 

the presence of proliferative and differentiating potentials. Studies with volumetric 

macroporous carriers that are biocompatible with MSCs, such as the modified sea 

sponge Ianthella basta skeletons, have shown that the specific properties of MSCs are 

also realized under three-dimensional cultivation. However, MSCs undergoing 3D 

cultivation in the thickness of the hydrogel AMS, obtained from 2 % sodium alginate, 

were not spread or proliferated. 

A comparative study showed that the metabolic activity of MSCs in the AMS was 

almost 30 % lower than the level of metabolic activity of the cells in the monolayer: the 

levels of formazan formation from MTT and the recovery rate of AlamarBlue for MSCs 

in the AMS is 0.44±0.01 relative absorption unites (RAU) and 2530.6±151.7 relative 

fluorescence units (RFU) respectively, while monolayer cultures of MSCs were 

characterized by 0.64±0.02 RAU and 3531±96 RFU. 

Using the cationic carbocyanine dye JC-1, differences in the membrane potential 

of mitochondria MSCs were detected, depending on the conditions of their stay. MSCs 

in a monolayer exhibited more pronounced fluorescence in the red-orange region, which 

is inherent in cells with high Δψm. In the AMS, on the contrary, most cells had green 

fluorescence, that is, they were characterized by low Δψm. Quantitative evaluation by 
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the spectrofluorimetric method confirmed the microscopic observation: for the MSCs in 

AMS, high values of RFU in the green area were characteristic of 0.566±0.051, whereas 

the fluorescence intensity in the red-orange region was only 0.277±0.067 RFU. For 

MSCs in the form of a monolayer, on the contrary, in the green area fluorescence 

indices had a lower level than in the red-orange: 0.37±0.019 and 0.564±0.020 RFU, 

respectively. 

Thus, encapsulated in AMS MSCs were characterized by a decrease in total 

metabolic activity and membrane potential of mitochondria, as well as the absence of 

adhesive and proliferative activity, which are sufficiently energy-consuming processes. 

 The indicated differences were reversible: after release from the AMS and 

transfer to the conditions of monolayer cultivation, 85±4 % of the cells were attached to 

the adhesive surface and were capable of proliferation. On the third day of cultivation 

on a culture plastic the cells formed a continuous uniform monolayer, and the index of 

the AlamarBlue-test increased threefold: 5766±122 RFU compared with 

1532±160 RFU at the first day. 

Released from AMS MSCs showed the ability to induced differentiation in the 

adipogenic and osteogenic directions, which was confirmed by the accumulation of the 

corresponding differentiation products in monolayer cultures. Significant differences 

between control cultures and cells that were subjected to encapsulation in the AMS, 

however, were not detected. 

Thus, the conducted studies have shown that the specified procedure for obtaining 

AMS containing MSCs by means of electrospraying does not have a negative effect on 

the identification characteristics of MSCs, and blockage of proliferation and decrease in 

metabolic activity of cells in the AMS are reversible and are a limitation to the 

realization of the potential of MSCs, but not the loss of cells corresponding properties. 

Previously, in our laboratory it was shown that the high conservation outcome of 

MSCs encapsulated in AMS could provide slow two-stage freezing in the presence of 

DMSO with initiation of crystalline formation and use in the cryoprotective solution of 

at least 10 % DMSO. The difference in the size and technology of obtaining AMS used 

in previous studies has led to the need for further research on cryopreservation of AMS 
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with MSCs. At the same time, we attempted to involve the previous theoretical 

substantiation and mathematical calculation before choosing the most effective freezing 

regime for a particular object. In addition, we have been trying to obtain high levels of 

cell preservation at a lower concentration of cryoprotectant. 

Determination of the dynamics of changes in the volume of MSCs when exposed 

to 1 M DMSO showed that the osmotic response of MSCs to such a concentration of 

cryoprotectant (rapid dehydration and subsequent slow rehydration) both in the 

suspension and in the AMS completed in the 5-minute exposure and not was 

accompanied by marked violations of cellular integrity, but dehydration of MSCs in the 

AMS occurred more slowly. The experimental determination of the relative volume of 

MSCs at different moments of the period of cell stay in a 1 M DMSO solution, as well 

as theoretical curves of the dependence of cell volume changes on the duration of 

contact with the cryoprotectant were obtained on their basis. The calculation using the 

physical-mathematical model showed that the theoretical curve correctly describes the 

experimental data for MSCs in the form of a suspension with the coefficients of 

permeability of membranes for water molecules Lp = (3,38±1,1)×10-14 m3/N · s and 

DMSO K1 = (1,60±0,21)×10-8 m/s, and for MSCs in the AMS for Lp = (2,03±1,4)×10-14 

m3/N · s and K1 = (1,07±0,18)×10-8 m/s. The marked differences in these characteristics 

for encapsulated cells are probably due to the delayed diffusion of cryoprotectants into 

the thickness of the alginate hydrogel, and, consequently, the gradual increase in the 

concentration of cryoprotectant directly at the cells itself, as well as the dilution at the 

expense of the water retained inside the AMS. 

Substituting obtained coefficients of permeability to a physico-mathematical 

model describing the kinetics of changes in the relative volume of cells in the process of 

extracellular crystallization at a certain cooling rate, allowed to predict the degree of 

dehydration of MSCs. 

Forecast dehydration of MSCs that have been frozen at a rate of from 0.5 to 20 

°C/min to -40 °C is different for cells in the suspension and in the AMS: at a cooling 

rate of 0.5 °C/min, the relative volume of MSCs is calculated in the suspension was 

0.49, and in AMC - 0.57; at a speed of 1 °C/min - 0.62 and 0.74, respectively. It should 
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be noted that higher cooling rates (from 10 °C/min) do not provide sufficient 

dehydration of the cells, as a result of which can lead to intracellular crystallization and 

cell death in the freezing process. 

Experiments on cryopreservation of suspensions of MSCs and AMS with MSCs 

in cryoprotective medium with 1 M DMSO have shown the reliability of the 

conclusions. Cryopreservation, which included cooling at 10 and 20 °C/min, resulted in 

the death of about 80 % of the cells, both in the suspension and in the AMS. 

Cryopreservation using low cooling rates (0.5 and 1 °C/min) did not violate the integrity 

of the AMS, and cell viability remained at 75 % and above. The highest viability values 

were obtained at a cooling rate of 1 °C/min: 88±4 % for cell suspensions and 81±4 % 

for cells in the AMS. Same values of viability of MSCs, cryopreserved in the form of a 

suspension and in the AMS, were obtained with a decrease in the cooling rate to 

0.5 °C/min. 

In order to evaluate the possibility of using encapsulation technology for short-

term storage and transport of cells, a comparative study of the structural-functional state 

and the ability to induced differentiation of MSCs at favorable temperatures (4, 22, 

37 °C) in the form of suspension or AMC was performed. 

Storage of MSC suspensions in the culture medium (CM) at all selected 

temperatures was accompanied by a gradual decrease in their viability, starting from the 

1st day, which resulted in a significant loss of viable cells at the end of observation, on 

the 3rd day. The most pronounced decrease in viability was in the case of storage at 4 °C 

- up to 30 %. Encapsulated in AMS MSCs were better exposed to short-term storage, 

reliable differences after 1 day of storage and further, throughout the observation period, 

were noted only if stored at 4 °C. At 22 °C, a significant decrease in the index was 

observed only at the end of the experiment, and storage of encapsulated MSCs at 37 °C 

did not lead to a decrease in viability within 3 days (87±9 %). 

Similar changes were observed in determining the cell's ability to adhesion: 

during the storage of suspensions, MSCs gradually decreased their ability to adhere to 

the substrate; MSCs, which passed the storage stage at 22 and 37 °C in the AMS, 

retained their adhesive properties much more than cells in the suspension; the 
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advantages of encapsulated cells over cells in the suspension in the case of hypothermic 

storage at 4 °C was not detected. 

Analysis of the metabolic activity of cultures of MSCs obtained after storage at 

positive temperatures in the CM showed that only MSCs cultures stored in the AMS at 

22 and 37 °C had an AR-assay at the control level of 4,04±0,56 - 4.24±0.52 RFU 

regardless of storage period. 

Investigation of differentiation properties showed that MSCs after being in the 

AMS in the CM at different favorable temperatures retain the ability to osteo-

adipogenesis. 

Thus, encapsulation in the AMS allows for an extension of the time for safe 

storage of MSCs in the CM at positive temperatures of 22 and 37 °C: while in the AMS, 

cells remain more viable, able to attach to culture plastics, metabolic activity by the AB 

test and differentiation potential, than for storage in the form of a suspension. 

The detected deterioration in the viability and metabolic activity of MSCs during 

storage in the CM at 4 °C may be due to the composition of the selected medium, which 

is designed to provide support for cells in the normalization of their homeostasis by 

implementing their own metabolic processes, which undergo significant changes in 

hypothermia. To test this assumption, experiments were conducted in which MSCs in a 

suspension or in the AMS was stored in specialized solutions - SBS and UW. 

Hypothermic storage at 4 °C of the suspension of MSC in the CM led to a 

decrease in their viability to 33±10 % already in the 3rd day. Encapsulation in AMS 

partially prevented cell death, and viability was 51±9 %. Application of solutions of the 

SBS and UW allowed to maintain viability for this term almost at the control level. 

Extension of the shelf life in the CM to 7 days resulted in the death of almost all MSCs 

both in the suspension and in the AMS. In the case of the use of SBS and UW solutions, 

the viability of MSCs in the form of a suspension and in the AMS decreased 

significantly but remained at a rather high level (from 56±9 % to 76±6 % for different 

observation groups). 

Hypothermal storage in the CM led to significant loss of the ability of MSCs to 

adhesion. Involvement of specialized solutions greatly slowed down this process, 
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allowing to maintain this index at a level not lower than 50 % on the 7th day of the 

experiment, with the differences in the properties studied between cells in suspension 

and cells in the AMS was not detected. 

The metabolic activity of the AB-test of MSCs, which was the stage of 

hypothermic storage in the CM, was significantly lower than the control level for both 

periods of observation. The use of SBS and UW solutions greatly prevented the loss of 

metabolic activity: after 7 days of storage, the AB test decreased only by 40-30 % of the 

control level. There was no difference between the indicators for suspension cells and 

AMS. 

MSCs that passed the stage of hypothermic storage in the solutions of SBS and 

UW in the AMS, had the ability to induce differentiation in the osteogenic and 

adipogenic directions. 

Thus, the MSCs in the AMS after morphological, metabolic and functional 

complements during hypothermic storage for 7 days in the SBS and UW media. When 

the cells are returned to the conditions of monolayer cultivation, they are attached, 

become fibroblast-like, actively proliferate and exhibit the ability to induce 

differentiation in the adipose and osteogenic directions. 

 

Key words: multipotent mesenchymal stromal cells, alginate microspheres, 

electrospraying, cryopreservation, hypothermic storage, metabolic activity, membrane 

potential of mitochondria, adhesion, proliferation, differentiation potential. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ 

 

АМС - альгінатні мікросфери 

ВОФ - відносні одиниці флуоресценції 

ДМСО - диметилсульфоксид 

ЕБ - етідіум бромід 

ЕС - ембріональна теляча сироватка 

К1 – коефіцієнт проникності плазматичної мембрани клітини 

КС – культуральне середовище 

МСК - мультипотентні мезенхімальні стромальні клітини 

МТТ - 3- (4,5-діметілтіазол-2-іл) -2,5-діфенілтетразоліум бромід 

С – концентрація речовини 

Т – температура 

УОА - умовні одиниці абсорбції 

УОФ - умовні одиниці флуоресценції 

ФДА – флуоресцеїн діацетат 

AB - індикатор Alamar Blue  

JC-1 - 5,5',6,6'-тетрахлоро-1,1',3,3'-тетраетілбензимідазолкарбоцианін йодид 

α-МЕМ – Minimum Essential Medium Eagle Alpha Modification (мінімальне 

основне середовище Ігла у альфа модифікації) 

α – об'ємна частка осмотично неактивних внутрішньоклітинних речовин 

 – поверхнево-об'ємне відношення клітини 

d – діаметр клітин 

Eα – енергія активації процесу перенесення крізь плазматичну мембрану речовини 

g – значення відношення сумарного об’єму клітин до повного об'єму системи. 

Lp – коефіцієнт фільтрації клітинної мембрани  

S – площа поверхні клітини 

V – об'єм клітини 

β – швидкість охолодження 

Δр – перепад гідростатичного тиску на клітинній мембрані 
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πin – внутрішньоклітинний осмотичний тиск 

πout – осмотичний тиск зовнішнього середовища 

σ1 – коефіцієнт відбиття для проникаючої крізь клітинну мембрану речовини 

τ – характерний час проникнення молекул води до клітини 
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ВСТУП 

 

Обґрунтування вибору теми дослідження. Інтенсивний розвиток 

біотехнології, регенеративної медицини, клітинної терапії та тканинної інженерії 

виводить на перший план як предмет медико-біологічних досліджень штучно 

створені тривимірні структури, що містять функціонально активні клітини. Це в 

свою чергу підвищує актуальність розробки сучасних методологічних та 

технологічних підходів до утворення, тривалого та короткострокового зберігання 

біоінженерних конструктів.  

Один із провідних напрямків біоінженерних досліджень ґрунтується на 

використанні гідрогелевих мікросфер. Для отримання гідрогелевих мікросфер, що 

містять всередині життєздатні клітини, найбільш придатним матеріалом натепер 

можна вважати альгінат: він не чинить негативного впливу на клітини [1], його 

фізико-хімічні властивості є подібними до позаклітинного матриксу [2] і процес 

його гелеутворення здатний відбуватися за умов, наближених до фізіологічних. 

Для вміщених в альгінатні мікросфери (АМС) клітин гідрогель стає бар'єром по 

відношенню до молекул з масою понад 100 кДа, проте дозволяє дифундувати 

поживним речовинам та кисню [3].  

Натепер найбільш ефективним і перспективним методом формування 

гідрогелевих мікросфер вважається метод електророзпилення [4]. Відповідно до 

нього діаметр утворюваних крапель при розпиленні рідкого гелеутворювача 

залежить від величини прикладеного електростатичного потенціалу, що на 

практиці забезпечується застосуванням генератора високої напруги. 

Найпоширенішою клітинною складовою біоінженерних конструктів на 

сьогоднішній день є мультипотентні мезенхімальні стромальні клітини (МСК), що 

зумовлено їхнім високим проліферативним потенціалом та здатністю до 

мультилінійного диференціювання [5–8]. У науковій літературі широко освітлені 

підходи, що забезпечують надійне зберігання МСК у вигляді суспензії шляхом 

кріоконсервування. Для кріоконсервування суспензій МСК зазвичай застосовують 

повільне заморожування з кріопротектором диметилсульфоксидом (ДМСО) у 
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концентрації 1,5 М [9]. Також є відомості про успішне кріоконсервування МСК у 

складі тривимірних носіїв, в тому числі і в АМС, з ДМСО в такій же концентрації 

[10–12]. Однак, враховуючи, що ДМСО є токсичною речовиною і потребує 

видалення перед застосуванням, актуальною є розробка протоколів ефективного 

кріоконсервування з використанням меншої концентрації цього кріопротектора. 

Для короткострокового зберігання або транспортування біологічних 

об’єктів більш доцільно, у порівнянні з досить складними в технічному плані 

методами кріоконсервування, застосовувати підходи зберігання при позитивних 

температурах, нижчих за фізіологічні. Відомо, що в умовах гіпотермії внаслідок 

порушення метаболічного та іонного гомеостазу спостерігається набухання 

клітин з подальшим накопиченням активних форм кисню, що, в свою чергу, 

викликає активацію апоптозу та структурні пошкодження [13]. Застосування 

спеціалізованих розчинів, що запобігають набуханню клітин, серед яких найбільш 

відомим є розчин UW (University of Wisconsin solution) [14], зменшує ступінь 

пошкодження. Розроблений у відділі кріобіохімії ІПКіК НАН України сахарозо-

сольовий розчин (ССР) також є досить ефективним для зберігання біологічних 

об’єктів в умовах гіпотермії та, на додаток, більш економічно вигідним [15]. У той 

же час особливості гіпотермічного зберігання клітин, вміщених у гідрогель АМС, 

їхній метаболічний стан та життєздатність залишаються невивченими. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами, грантами. 

Дисертація виконана у відділі кріобіохімії Інституту проблем кріобіології і 

кріомедицини НАН України у рамках науково-дослідної теми «Вивчення впливу 

кріоконсервування на біологічні властивості стовбурових клітин різного 

походження при моношаровому й об'ємному культивуванні та експериментальній 

трансплантації» (шифр – 2.2.6.71, номер держреєстрації 0112U003132). 

Мета і задачі дослідження. Метою даної роботи було визначити вплив 

кріоконсервування та зберігання за позитивних температур на властивості МСК, 

інкапсульованих в альгінатні мікросфери із застосуванням електророзпилення. 

Для досягнення цієї мети були поставлені та вирішені наступні завдання: 
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1. Визначити та опрацювати умови отримання стабільних та однорідних за 

розміром і формою АМС, які містять життєздатні МСК, із застосуванням методу 

електророзпилення.  

2. Вивчити вплив інкапсуляції в АМС із застосуванням електророзпилення 

на життєздатність, метаболічну активність та проліферативно-диференціювальні 

властивості МСК при культивуванні в складі АМС та після вивільнення з 

альгінатного гелю. 

3.  Характеризувати осмотичну відповідь та розрахувати коефіцієнти 

проникності цитоплазматичних мембран МСК в АМС для води та кріопротектора 

ДМСО. 

4. Теоретично визначити та експериментально підтвердити умови 

ефективного кріоконсервування МСК у складі АМС, отриманих із застосуванням 

електророзпилення, під захистом 1 М ДМСО. 

5. Дослідити вплив зберігання МСК у суспензії та у складі АМС за 

позитивних температур в культуральному середовищі на життєздатність, 

адгезивні властивості та метаболічну активність клітин. 

6. Провести дослідження загальнобіологічних та специфічних 

властивостей МСК у суспензії та в складі АМС за умов гіпотермічного зберігання 

при 4 °С у спеціалізованих розчинах (ССР, UW). 

Об’єкт дослідження – кріоконсервування та зберігання за позитивних 

температур МСК, інкапсульованих у АМС із застосуванням електророзпилення. 

Предмет дослідження – загальнобіологічні та специфічні властивості 

МСК, інкапсульованих в АМС, до та після кріоконсервування або зберігання за 

позитивних температур. 

Методи дослідження. У роботі використані наступні методи досліджень: 

моношарове та об’ємне культивування in vitro; отримання АМС із застосуванням 

електророзпилення; програмне заморожування; волюмометрія; фізико-

математичне моделювання; спектрофотометрія; флуоресцентна спектроскопія; 

світлова та флуоресцентна мікроскопія; морфометричний аналіз; статистичний 

аналіз результатів.  
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Наукова новизна отриманих результатів. Встановлено, що МСК, 

інкапсульовані у АМС із застосуванням електророзпилення, зберігають в перебігу 

культивування високу життєздатність та функціональну активність. Вперше 

встановлено, що МСК у складі АМС характеризуються зворотним зниженням 

метаболічної активності та мембранного потенціалу мітохондрій.  

На підставі осмотичної реакції МСК у складі АМС за присутності 1 М 

розчину ДМСО і при використанні чисельного моделювання вперше теоретично 

визначені параметри ефективного режиму їх кріоконсервування, результативність 

якого підтверджена експериментально. Вперше прийоми фізико-математичного 

моделювання були залучені до аналізу процесів, що протікають у клітинах, 

інкапсульованих в АМС.  

Новими є результати, що інкапсуляція у АМС сприяє збереженню МСК за 

позитивних температур 22 і 37 °С при перебуванні у культуральному середовищі 

на основі α-МЕМ впродовж 3-х діб. Новими є дані, що використання 

спеціалізованих розчинів гіпотермічного зберігання (ССР, UW) забезпечує високу 

життєздатність МСК у складі АМС за умови їх інкубації при 4 °С, а також 

дозволяє подовжити термін зберігання до 7-и діб. Отримані в роботі результати 

надали можливість запропонувати використання інкапсуляції клітин у 

альгінатний гідрогель як засобу для їхнього короткострокового зберігання та 

транспортування. 

Практичне значення отриманих результатів. Визначені основні 

параметри отримання однорідних за розміром та формою АМС із застосуванням 

електророзпилення, які були використані для інкапсуляції клітин у мікросфери. 

Для цього була виготовлена система з пристроєм для генерації високої напруги, 

яка спрощує технологію отримання АМС певного розміру і форми. Результати 

щодо осмотичної реакції МСК на розчин кріопротектора та подальше чисельне 

моделювання дозволяють теоретично обґрунтовувати і розраховувати оптимальні 

режими кріоконсервування клітин у складі тривимірних носіїв, зменшуючи 

обсяги емпіричних досліджень. Результати щодо зберігання інкапсульованих у 

АМС МСК за позитивних температур з використанням різних за складом 
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середовищ є підґрунтям для застосування даного підходу при короткостроковому 

зберіганні і транспортуванні клітин.  

Особистий внесок здобувача. Дисертаційна робота є самостійним 

науковим дослідженням, основні результати якого отримані безпосередньо 

здобувачем Автором було проведене патентно-інформаційне дослідження 

наукової проблеми, спільно із науковим керівником визначені мета та завдання 

роботи, а також способи їхнього вирішення. Здобувачем особисто одержані 

експериментальні дані, проведені їхня статистична обробка та первинний аналіз, 

зроблені попередні висновки. Спільно з науковим керівником здійснена 

інтерпретація отриманих результатів і сформульовані остаточні висновки. У 

наукових працях, що опубліковані у співавторстві, відображені результати 

спільного планування, проведення експериментів та обговорення результатів. 

Апробація матеріалів дисертації. Матеріали дисертаційної роботи 

доповідалися і обговорювалися на щорічних конференціях молодих вчених ІПКіК 

НАН України «Холод в біології та медицині» (м. Харків, 2014, 2015, 2016); XI 

Українському біохімічному конгресі (м. Київ, 2014); міжнародній конференції 

«Society for Low Temperature Biology» (м. Лондон, Великобританія, 2014); 5-му 

міжнародному конгресі «Cell & Stem Cell Research» (м. Чикаго, США, 2015); 

щорічній зустрічі кріобіологічної спільноти «Cryo-2015» (м. Острава, Чеська 

Республіка, 2015); 1-й конференції молодих вчених «CYS-2015» (м. Київ, 2015); 

міжнародній конференції «Advances in Cell Biology and Biotechnology» (м. Львів, 

2015). 

Публікації. За результатами дисертаційної роботи опубліковано 16 

наукових праць, серед них 5 статей у наукових фахових виданнях, 4 з яких 

входять до міжнародної наукометричної бази Scopus, 2 патенти на корисну 

модель, 9 тез доповідей на конференціях. 

Обсяг та структура дисертації. Дисертаційна робота викладена на 175 

сторінках друкованого тексту і містить наступні розділи: анотація, вступ, огляд 

літератури, матеріали і методи, 3 розділи результатів власних досліджень, 

узагальнення, висновки, список використаних джерел та 2 додатки. Список 



30 
 

використаних джерел включає 290 найменувань, розміщених на 36 сторінках. 

Робота проілюстрована 27 рисунками та 2 таблицями. 
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РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1. Мультипотентні мезенхімальні стромальні клітини 

В останні десятиліття мультипотентні мезенхімальні стромальні клітини 

привертають пильну увагу фахівців різних галузей біології і медицини, а 

результати вивчення властивостей та поведінки цих клітин в експериментальних 

та клінічних умовах широко висвітлюються в великій кількості публікацій. При 

цьому мають місце деякі невідповідності, оскільки за допомогою абревіатури 

МСК у джерелах наукової літератури могли визначатися і мезенхімальні 

стовбурові клітини (MSC, mesenchymal stem cells), і мезенхімальні стромальні 

клітини (MSC, marrow stromal cells). На теперішній час Міжнародне товариство 

клітинної терапії (ISCT, International Society of Cellular Therapy) визначило, що 

термін «мезенхімальні стовбурові клітини» є некоректним для визначення 

прогеніторних клітин стромального походження, оскільки для них не описано 

нерівномірного розподілу, при якому одна з дочірніх клітин зберігає властивості 

материнської клітини, а інша встає на шлях диференціювання [5]. Запропоновано 

визначати як «мультипотентні мезенхімальні стромальні клітини» зі збереженням 

абревіатури «МСК» фібробластоподібні високоадгезивні клітини зі специфічним 

імунофенотипом (CD105+, CD73+, CD90+, CD45-, CD34-, CD14- або CD11b-, 

CD79α- або CD19-, HLA-DR) і здатністю до індукованого диференціювання in 

vitro в ортодоксальних напрямках (адипо-, остео- та хондрогенному) незалежно 

від джерела їх отримання, а клітини, для яких показані конкретні специфічні 

особливості стовбурових клітин - як мезенхімальні стовбурові клітини. При цьому 

відзначено, що до МСК у запропонованому широкому розумінні належать як 

ранні (стовбурові) клітини-попередники, так і їхні комітовані нащадки [16]–22]. 

Підвищений інтерес до МСК обумовлений їхньою високою 

проліферативною активністю, унікальним диференціювальним потенціалом, 

низькою імуногенністю та імуномодулюючими властивостями [23–25]. Відкриття 

МСК належить А.Я.Фріденштейну зі співробітниками, які вилучили з кісткового 

мозку експериментальних тварин субстрат-залежні клітини, здатні до 
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клоногенного росту, і описали їх як колонієутворюючі одиниці фібробластів [26]. 

На сьогодні особлива увага приділяється МСК у зв'язку з їх здатністю 

диференціюватися у різні клітинні типи [27–29]: вони мають потенціал до 

диференціювання в остеогенному, адипогенному та хондрогенному напрямках 

[30–32], а також здатні диференціюватися у нейроцити [33–35], кардіоміоцити 

[36–38], гепатоцити [39–41] та інші типи клітин. 

Найбільш повно вивченим джерелом отримання МСК є кістковий мозок 

дорослих донорів. Останнім часом з'явилося багато робіт, присвячених пошуку 

нових джерел отримання МСК [42]. Серед них повідомлення про вилучення МСК 

з жирової [43], м'язової [44], нервової [45] тканин, шкіри [46], периферичної [47] і 

кордової крові [48], плаценти [49], амніотичної рідини [50], 

ембріональних/фетальних тканин [51], проте питання про еквівалентність МСК з 

різних джерел залишається відкритим. Так, наприклад, показано, що МСК, 

вилучені з окістя, мають більшу здатність до формування кісткової тканини in 

vivo, ніж МСК із синовіальної оболонки [52]. Виявлений вплив віку донора на 

властивості МСК: зі збільшенням віку спостерігається зниження 

проліферативного потенціалу МСК кісткового мозку [53]. C. Götherström зі 

співавторами [54] показали різний рівень експресії генів, що відносяться до 

регуляції диференціювання, проходження клітинного циклу, структури 

хроматину, системи репарації ДНК, в МСК фетальної печінки і кісткового мозку 

дорослих донорів. Результати зазначеної роботи показали, що МСК фетального 

походження мають великий проліферативний потенціал і є менш комітованими, 

ніж МСК дорослого організму, проте їхнє використання пов'язане з ланкою 

етичних проблем. 

Особливий інтерес як джерело МСК являє собою дерма дорослої людини, 

використання якої дозволяє виключати етичні та юридичні проблеми, 

відкриваючи нові й ширші перспективи в області регенеративної медицини і 

тканинної інженерії [55–58]. Показано, що в ході селективного моношарового 

культивування адгезивних клітин дерми протягом 3-4-х пасажів можуть бути 

отримані культури фібробластоподібних клітин, які характеризуються активною 
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проліферацією і здатністю формувати колонії різного розміру [59]. Ефективність 

колонієутворення досліджуваних клітин може становити понад 10 %. 

Цитофлуориметричні дослідження показали, що клітини, отримані з дерми 

дорослої людини, мають фенотип, характерний для МСК, а саме CD29+, CD44+, 

CD73+, CD105+, CD34-, CD38-, CD45- [60]. Клітини, отримані з дерми дорослої 

людини, здатні диференціюватися в ортодоксальних напрямках під впливом 

індукуючих агентів in vitro [61]. На підставі аналізу фенотипу, проліферативних і 

диференціювальних властивостей фібробластоподібні клітини дерми дорослої 

людини, отримані при селективному культивуванні in vitro, можуть бути віднесені 

до мультипотентних мезенхімальних стромальних клітин. Наведені вище 

властивості МСК дерми дорослої людини, а також доступність цього біоматеріалу 

слугували підґрунтям для вибору цих клітин в якості предмета нашого 

дослідження. 

Унікальний потенціал до мультилінійного диференціювання і здатність до 

імунорегулюючої дії in vivo МСК, отриманих з тканин дорослого організму, 

дозволяють успішно застосовувати ці клітини при лікування ряду патологій, 

включаючи серцево-судинні [62], ендокринні [63], неврологічні [64], 

дегенеративні [65–67], імунологічні [68] захворювання та ін. Надходження цих 

клітин до організму можливе шляхом системного введення в кровоток або при 

місцевому застосуванні. В обох випадках МСК піддаються прямій дії клітинних 

та неклітинних чинників і систем цілісного організму. Крім того, МСК, в 

диференційованому або недиференційованому стані, можуть бути доставлені в 

організм реципієнта у складі носіїв на основі різних біоматеріалів [69]. Перевагою 

останнього підходу в порівнянні з системним введенням МСК є локальність 

застосування, що забезпечує зниження ризику побічних ефектів на інші органи і 

тканини. З іншого боку, носій може тим чи іншим чином захищати клітинну 

складову біоінженерного імплантату від дії факторів організму реципієнта. 

 

1.2. Інкапсуляція клітин у альгінатні мікросфери 
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Одним з перспективних і багатообіцяючих методів тканинної інженерії є 

інкапсуляція клітин у мікросфери, що виготовлені з різних матеріалів природного 

і синтетичного походження [70–73]. Основними вимогами, які висуваються до 

матеріалів, що використовуються для інкапсуляції клітин, є біосумісність, 

можливість стерилізації, тривала біологічна стійкість, відсутність агресивних 

хімічних компонентів і можливість формування тривимірних структур за 

фізіологічних умов [74]. Остання вимога має дуже велике значення, оскільки 

процес формування гелевих мікросфер відбувається при одночасному 

використанні гелюючих хімічних розчинів та клітинних суспензій. Крім того, 

певна перевага може віддаватися матеріалам природного походження, процес 

утворення мікросфер з яких не завдає шкоди життєздатності клітин [75, 76]. 

У виборі матеріалу для інкапсуляції клітин визначальними чинниками є 

проникність, мікроструктура і міцність сформованих з нього тривимірних 

структур. Часткова проникність повинна забезпечувати, з одного боку, достатню 

імуноізоляцію клітин, а з іншого - безперешкодну дифузію необхідних поживних 

речовин і продуктів секреції. Мікроструктура носія пов'язана з будовою молекул, 

з яких він формується, і визначає топографію зовнішньої поверхні, від якої 

залежить ступінь вираженості реакції реципієнта на імплантат [77]. Міцність 

носія відображає його механічну стійкість до зовнішнього фізичного впливу [78]. 

Ці вимоги зумовили те, що для виготовлення мікросфер найчастіше 

використовуються природні або синтетичні полімерні матеріали, здатні 

формувати пористі гідрогелі. 

Гідрогелі належать до класу синтетичних або природних полімерних 

тривимірних структур, які набухають, але не розчиняються у воді [79–81]. 

Протягом багатьох років гідрогелі широко застосовуються для створення 

імуноізолюючих бар'єрів у вигляді оболонок і можуть служити в якості матриксу 

мікросфер для іммобілізації біологічного матеріалу. T.M.S.Chang вперше з метою 

створення штучних органів використав гідрогелеві мікросфери, покриті 

поліелектролітною мембраною [82], яка виконувала основну бар'єрну функцію, 

що і визначило назву технології «інкапсуляція». На сьогоднішній день технологія 
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інкапсуляції передбачає заключення клітин у пористі носії сферичної геометрії, 

що мають різний розмір і структуру. Завдяки значному поширенню метода і для 

збереження єдності термінології та оптимізації процесів виготовлення існує 

гнучка класифікація одержуваних носіїв, в основі якої лежить їхні форма і розмір 

[83]. Проте в науковій літературі термін «інкапсуляція» іноді застосовується і 

стосовно заключення біоматеріалу в носії несферичної форми [84]. 

Дифузійні характеристики мікросфер залежать від співвідношення «площа 

поверхні/об'єм», а геометричні параметри повинні відповідати ідеальній сфері [85, 

86]. Змінювати дифузійні і механічні властивості мікросфер можна за допомогою 

модифікації фізико-хімічних параметрів полімеру (молекулярна вага, відсотковий 

вміст твердих частинок, рН) і технології його виготовлення (ступінь очищення, 

додаткові реагенти, однорідність сформованого гідрогелю) [87]. Важливою 

умовою для ефективного функціонування мікросфер є дотримання оптимального 

балансу між ступенем проникності для поживних речовин і механічною міцністю 

до зовнішніх впливів [88–90]. 

За останні десятиліття з метою отримання мікросфер було досліджено 

багато матеріалів: хітозан [91], агароза [92], полі(гідроксиетилметакрілату-метил 

метакрілат) (HEMA-MMA) [93], сополімер акрилонітрилу (AN69) [94], 

поліетиленгліколь (PEG) [95] та ін. Однак, в силу вищеописаних вимог, на даний 

час найбільш ефективним та часто використовуваним матеріалом для інкапсуляції 

клітин є альгінат і його похідні [96]. Альгінат – це лінійний негативно заряджений 

природний полісахарид, що включає розташовані у певному чергуванні 

GG/GM/MM-блоки різної довжини з 1-4-зв'язаних залишків β-D-мануронової (М) 

та α-L-гулуронової (G) кислот. Альгінат отримують з морських водоростей 

переважно класу Phaeophyceae або бактерій [97–99]. Зазвичай для інкапсуляції 

альгінат використовується ізольовано або в поєднанні з позитивно зарядженими 

полікатіонами з формуванням альгінат-поліелектролітних комплексів [100]. Крім 

того, іонізований альгінат може зв'язуватися з двовалентними катіонами Ca2+, Br2+ 

або Sr2+, формуючи пористий гідрогель за рахунок поперечних зшивок GG/GM-
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блоків (GG-GG; GM-GG; GM-GM) між собою [101]. Подібний тип сформованих 

структур в літературі отримав назву «egg box model» [102, 103]. 

На сьогоднішній день альгінат є достатньо вивченим матеріалом для 

інкапсуляції різних типів клітин, при цьому розглянуті біосумісність та 

структурні властивості гідрогелю, що формується з альгінату. Встановлено, що 

зміни у макроструктурі, внутрішній мікроархітектурі та механічних властивостях 

альгінатного гидрогелю безпосередньо впливають на поведінку іммобілізованих 

клітин [104–107]. 

Ефективна дифузія розчинених речовин всередину та назовні носія 

(скафолда), який використовується для іммобілізації клітин, зокрема альгінатного 

гідрогеля, є істотною властивістю скафолдів для забезпечення їхньої 

біосумісності [108, 109]. Модифікації форми альгінатного гідрогеля та 

внутрішнього розміру пор здатні впливати на життєздатність іммобілізованих 

клітин переважно за рахунок зміни ефективного переносу поживних речовин та 

кисню всередину, а також виведення продуктів метаболізму з альгінатних 

мікросфер [110] крізь пори різного розміру. Так, показано, що збільшення 

пористості альгінатного гелю здатне підвищувати швидкості виведення аміаку 

клітинами гепатокарциноми [107] та секреції альбуміну гепатоцитами [104]. 

Таким чином, показники життєздатності клітин, що інкапсульовані в АМС, 

можуть залежати від зміни розміру пор за рахунок, наприклад, заміщення 

альгінатного полімеру гідроксиетилцелюлозою, що у свою чергу призводить до 

розширення пор, що формуються. 

Виявлено, що проникність альгінатних гелів змінюється в залежності від 

їхньої форми [106] та стабільності [105]. Збільшення концентрації альгінату від 

1,5 до 3 % призводить до уповільнення руху різних розчинених речовин крізь 

гель, при цьому внутрішній діаметр пор 3 %-го альгінатного гелю менший (147 

Å), ніж внутрішній діаметр пор 1,5 %-го альгінатного гелю (170 Å) [105]. За більш 

детального вивчення встановлено, що внутрішній діаметр пор 0,3 %-го 

(вага/об'єм) гелю становить від 0,2 до 3,0 мкм, 0,6 %-го (вага/об'єм) гелю - від 0,1 

до 1,0 мкм, а 1,2 %-го (вага/об'єм) гелю - від 0,1 до 0,4 мкм. Проникність 
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альгінатного гелю також визначається вмістом маннуронової та гулуронової 

кислот [111, 112]. Зазвичай на практиці використовуються альгінати з високим 

вмістом маннуронової кислоти (близько 70 %) та низьким вмістом гулуронової 

кислоти (близько 30 %). Співвідношенням кислот М:G можна маніпулювати задля 

збільшення проникності гелів з метою підвищення життєздатності 

інкапсульованих клітин. Альгінати з високим вмістом маннуронової кислоти є 

більш біологічно сумісними і клінічно відповідними, ніж альгінати з високим 

вмістом гулуронової кислоти [112, 113]. 

Незважаючи на загальні характеристики альгінатного гідрогелю та його 

структури, показані різні механізми гелеутворення, що відповідно формують різні 

структури, які, певно, характеризуються різними властивостями. Саме механізми 

гелеутворення контролюють гомогенність АМС [83]. Відомо п’ять механізмів 

гелеутворення, до яких належать: зовнішнє, внутрішне, зворотнє, гелеутворення 

на межі розподілу фаз, а також багатошарове поетапне гелеутворення. Зовнішнє 

гелеутворення є класичним і, напевно, найбільш широко використовуваним 

механізмом іонотропного гелеутворення, в першу чергу, за рахунок його простоти 

та ефективності. У цьому процесі іони Са2+, найбільш розповсюдженого агента 

для формування альгінатних гідрогелів, вводяться ззовні відповідно до крапель 

альгінату. Іони Са2+ дифундують всередину крапель, де між полімерними 

ланцюгами альгінату ініціюють зшивки шляхом утворення кальцієвих містків. 

При контакті іони Са2+ починають зшивання в першу чергу полімерних ланцюгів 

альгінату, що перебувають на периферії краплі. На початку це призводить до 

формування напівтвердої мембрани, що оточує краплю з рідким ядром [114–116]. 

Подальше утримання крапель у гелюючому розчині призводить до більш глибокої 

дифузії Са2+ крізь мембрану за рахунок градієнту концентрацій, що згодом 

приводить до затвердіння ядра краплі. Таким чином, утворюється сфера, яка являє 

собою зшиті випадковим чином полімерні ланцюги альгінату. Подібні сфери 

відіграють роль матриці для матеріалу, що інкапсулюється. Проте оскільки 

перехресне зшивання ініціюється на периферії альгінатної краплі, ланцюги 

альгінатного полімеру тягнуться до периферії, щоб забезпечити достатнє 
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зшивання [117]. У процессі подібного зшивання кількість ланцюгів альгінату в 

середині краплі (у ядрі) стає меншою та розбавляється з часом. Після повного 

закінчення гелеутворення переважна більшість зшитих за рахунок Са2+ ланцюгів 

альгінату буде розташована на периферії. Таким чином, реально формуються 

неоднорідні АМС, кількість альгінату, фізичні та структурні властивості яких 

значною мірою варіюють навіть у межах однієї капсули. 

Формування неоднорідного гідрогелю може обмежувати застосування 

механізму зовнішнього гелеутворення за умови інкапсуляції живих клітин. Більш 

щільна периферична матриця уповільнює обмін розчинених речовин між 

внутрішнім і зовнішнім середовищами [118–121]. Життєво необхідні сполуки, 

такі як кисень та поживні речовини, не можуть вільно та ефективно 

транспортуватися до центру сфери крізь великий дифузійний бар'єр. Крім того, 

токсичні продукти метаболізму не можуть ефективно вивільнятися зі сфери. В 

результаті живі клітини, що розташовані у ядрі АМС, можуть знаходитися під 

великим ризиком загибелі за рахунок розвитку некрозу. Проте, незважаючи на 

подібні недоліки, завдячуючи простоті у використанні, економічним перевагам та 

можливості отримання позитивних результатів, використання зовнішнього 

гелеутворення для інкапсуляції клітин у АМС залишається найбільш 

розповсюдженим. 

Зазвичай процес інкапсуляції включає основні, базові етапи: клітини 

поміщують в 1-3 % розчин альгінату, потім на 5 хвилин мікрокраплі вносять в 

ємність з 1-2 % СаС12. Після цього, з метою формування зовнішнього захисного 

шару, мікросфери зазвичай занурюють в ємність з 0,05-0,1 % розчином полі-L-

лізину або іншого полікатіону [122, 123]. Описаний підхід вперше протестували 

F. Lim і А.М. Sun при уведенні інкапсульованих бета-клітин щурам [124], 

отримавши через 2-3 тижні після імплантації мікросфер тимчасову компенсацію 

експериментального цукрового діабету. Нетривалий функціональний ефект 

пересадки автори пояснили розвитком реакції реципієнта на чужорідне тіло, 

зумовленої низькою біосумісністю мікросфер. Інші експериментальні 

дослідження на моделі цукрового діабету у мишей показали можливість тривалої, 
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від декількох місяців до одного року, керованої нормогликемії після 

трансплантації мікроінкапсульованих бета-клітин без застосування імуносупресії 

[125]. Було встановлено, що відповідь реципієнта на трансплантат (АМС) 

переважно залежить від природи використовуваного альгінату. У клінічних 

умовах технологія мікроінкапсуляції на основі альгінату, що містить різну у 

відсотковому співвідношенні кількість гулуронової кислоти, вперше 

застосовувалась Р. Soon-Shiong et all. [126] при інтраперитоніальній 

аллотрансплантації бета-клітин пацієнту з цукровим діабетом I типу. На фоні 

імуносупресивної терапії протягом 9 місяців була досягнута 

інсулінонезалежність, а показники глікемії перебували в фізіологічному діапазоні. 

З урахуванням того, що життєздатність та властивості інкапсульованих 

клітин певною мірою залежать від розміру та форми АМС, на сьогоднішній день 

розроблена велика кількість методів і технологічних підходів, які забезпечують 

високу продуктивність процесу отримання та якість одержуваних мікросфер з 

клітинами. В основі найбільш простого методу формування мікросфер лежить 

принцип природного відриву крапель альгінату від голки [123]. Маса краплі m 

буде визначатися рівновагою між впливом сили тяжіння mg і силою, що 

підтримує краплю на голці (добуток поверхневого натягу γ і периметра голки 

2πde; закон Тейта): 

            (1) 

де: de - зовнішній діаметр голки. Діаметр краплі буде визначатися рівнянням 

2: 

      (2) 

Однак з використанням даного підходу діаметр одержуваних мікросфер, як 

правило, становить не менше 1,5 мм навіть при дуже незначному периметрі голки. 

Тому інтерес застосування даного підходу зазвичай обмежується лабораторними 

дослідженнями. Застосування різних технічних модифікацій дозволяє зменшити і 

навіть регулювати діаметр одержуваних мікросфер в досить вузьких межах. 

Найбільш новим і ефективним методом отримання однорідних за розміром 

та формою мікросфер є електророзпилення або формування мікросфер під 
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впливом електростатичного потенціалу. Принцип електростатичної генерації 

крапель (електророзпилення) був найбільш повно сформульований професором 

D. Poncelet [127–129] і полягає в наступному. Поверхневий натяг γ є головною 

силою, яка підтримує краплю, що висить, на голці. Застосування 

електростатичного потенціалу сприяє міграції заряджених молекул до поверхні 

краплі. Ці молекули відштовхуються одна від одної, за рахунок чого поверхневий 

натяг зменшується. Згідно до електрокапілярної теорії Ліпмана рівновага 

поверхневого натягу γ зарядженої поверхні рідини зменшується зі збільшенням 

електростатичного потенціалу U, як це виражено формулою (3): 

          (3) 

де: σ - електричний заряд поверхні. Якщо припустити, що крапля, яка 

висить, є сферою, що знаходиться під впливом електростатичного потенціалу U, 

то середня щільність поверхні електричного заряду σ може виражатися рівнянням 

(4): 

      (4) 

де: q0 - поверхневий заряд, d - діаметр краплі, ε0 - діелектрична постійна 

повітря, dc - внутрішній діаметр голки. Поєднуючи обидва рівняння і інтегруючи 

по електричному потенціалу U, можна отримати вираз коефіцієнта поверхневого 

натягу в залежності від електростатичного потенціалу U (рівняння 5): 

        (5) 

де: γ0 - поверхневий натяг рідини за U = 0, Uc - критичний електричний 

потенціал, який виражається наступним рівнянням (6): 

          (6) 

Поблизу цього значення, поверхневий натяг буде ставати дуже незначним і 

розмір крапель буде майже не залежати від збільшення доданого електричного 

потенціалу. 

Маса краплі, що відривається, визначається з умови рівності суми сили 

тяжіння mg плюс електрична сила Fe до сили поверхневого натягу 2πdsγ: 
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          (7) 

       (8) 

де: ε0 - діелектрична проникність повітря, h - відстань між краплею,що 

висить, і гелюючим розчином, а ds - діаметр місця, від якого відриваються краплі. 

Таким чином, збільшення електричного потенціалу U до критичного 

значення Uc буде приводити до зменшення розміру краплі d, яка буде 

витягуватися у вигляді тонкого струменя з подальшим розпадом на маленькі 

краплі. Основну роль в зменшенні діаметра крапель відіграє саме зниження 

поверхневого натягу рідини під впливом електростатичного потенціалу. 

На практиці зниження поверхневого натягу рідини забезпечується за 

рахунок застосування генераторів високої напруги, здатних виробляти до 35 кВ і 

навіть вище. Подібні пристрої можуть створювати високий електростатичний 

потенціал між голкою і резервуаром для гелюючого розчину. Проте, незважаючи 

на можливість отримання шляхом електророзпилення АМС, що найбільше 

відповідають сучасним вимогам, використання даного підходу має низку 

обмежень. По-перше, не існує комерційних пристроїв для генерації високої 

напруги, які б застосовувалися з метою отримання АМС. Зазвичай задля 

вирішення даної задачі дослідники використовують власноруч сконструйовані 

прилади, які різняться між собою за технічними характеристиками і, тим самим, 

за умовами одержання АМС. По-друге, залишається відкритим питання про 

функціональний стан конкретного типу клітин після інкапсуляціїї в АМС з 

використанням пристрою для електророзпилення з певними технічними 

характеристиками.  

Найбільшого розвитку технологія інкапсуляції в АМС досягла в галузі 

використання бета-клітин підшлункової залози для трансплантації з метою 

корекції інсулінової залежності [130–133]. Застосування інкапсульованих живих 

клітин показало свою ефективність також при пересадці хондроцитів [134], 

гепатоцитів [135], астроцитів [136, 137] і МСК [10, 138]. Наприклад, Aoki Takeshi 

et all. [139] імплантували гепатоцити, інкапсульовані в альгінат-полі-L-лізин-

альгінат, внутрішньоочеревинно щурам Lewis з частковою гепатектомією і 
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відзначили значне поліпшення функції печінки в порівнянні з контрольною 

групою тварин протягом довготривалого періоду спостереження. Уведення 

стовбурових клітин, інкапсульованих в альгінат-полі-L-лізинові мікросфери, 

щурам Sprague-Dawley з експериментальним пошкодженням спинного мозку 

дозволило досягти позитивних результатів, зафіксованих за допомогою клінічних 

і гістологічних методів [140].  

На даний час більшість наукових і клінічних досліджень спрямована на 

досягнення тривалої біосумісності і механічної стабільності мікросфер [83]. 

Встановлено, що мікросфери, які містять клітини, деградують швидше, ніж 

безклітинні мікросфери [141, 142]. З іншого боку, причиною деградації і загибелі 

клітин вважаються зміни іонізації і рН-середовища у внутрішньокапсульному 

просторі. Подібні хімічні зміни, поряд з механічним стресом, викликаним 

імплантацією мікросфер, імовірно призводять до ослаблення захисного шару 

гідрогелю. З метою поліпшення фізико-хімічних параметрів АМС було 

запропоновано велику кількість методологічних підходів: формування 

ковалентних перехресних зв'язків в межах зовнішнього захисного шару [143], 

зв'язування альгінату з барієм замість кальцію (для підвищення стабільності) [144, 

145], додавання альгінатного покриття у якості зовнішнього шару альгінат-полі-L-

лізинових капсул (для підвищення біосумісності) [146], визначення оптимальної 

в'язкості і ступеня очищення [147, 148], використання модифікованого хитозаном, 

РЕG та іншими компонентами альгінату [149], вибір оптимального 

співвідношення гулуронової і маннуронової кислот при отриманні альгінату 

[150]. Але, незважаючи на численні зусилля, оптимізація процесу отримання 

мікросфер, що виступають носіями різних клітинних типів, не може вважатись 

досягнутою і потребує подальшого вдосконалення, що визначило напрямок нашої 

роботі в технологічному аспекті. 

 

1.3. Загальні принципи кріоконсервування та гіпотермічного 

зберігання клітин  

1.3.1. Кріоконсервування клітин 
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Кріоконсервування - технологічний процес, що складається з ряду етапів: 

експозицію з кріозахисним розчином, власне заморожування, подальше 

зберігання біологічного матеріалу за наднизьких температур зі збереженням 

їхньої життєздатності після розморожування і відігрів консервованого 

біоматеріалу перед застосуванням. Кріоконсервування широко застосовується в 

різних сферах діяльності людини, включаючи збереження генетичного 

біорізноманіття, в репродуктивних технологіях, при заготівлі крові та її 

компонентів і т.п. 

Сучасна ера медичної кріобіології починає свій відлік з 1949 р., коли B. 

Luyet опублікував перші результати досвіду кріоконсервування еритроцитів. Вже 

тоді багато дослідників основну увагу зосередили на вивченні механізмів 

руйнування клітин в момент їх заморожування. 

Заморожування водних розчинів відбувається в дві стадії: при зниженні 

температури розчину у першу чергу кристалізується вода, при цьому 

концентрація розчинених у незамерзлій поки воді речовин підвищується і 

потрібне подальше зниження температури для кристалізації незамерзлої частини 

розчину. У зв'язку з наявністю в клітинній структурі і міжклітинній речовині 

значної кількості води, процес кристалізації при заморожуванні клітинних 

суспензій протікає аналогічно процесам в водних розчинах. Тому фазовий перехід 

води з рідкого в твердий стан при заморожуванні клітин відбувається в широкому 

температурному діапазоні - від температури початку кристалізації до повного 

замерзання. Динаміка зміни температури в цьому інтервалі впливає на характер 

кристалізації [151]. 

В результаті досліджень з'ясувалося, що основна маса пошкоджень 

клітинних структур в процесі заморожування пов'язана з утворенням кристалів 

льоду [152]. Кристалізація води починається в позаклітинному просторі, 

внаслідок росту кристалів збільшується концентрація солей в позаклітинному 

розчині. Високі концентрації солей в позаклітинному середовищі в свою чергу 

призводять до виникнення на плазматичній мембрані клітини градієнта 

осмотичного тиску і таким чином до дегідратації клітин [153, 154]. 
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У 1976 році була висунута гіпотеза холодової деструкції клітин, згідно з 

якою клітинна мембрана є первинною мішенню дії кристалів льоду і осмотичних 

факторів при заморожуванні, що згодом впливає на життєздатність самих клітин 

[Білоус А.М. 1997]. Зниження температури впливає на взаємодії між білками і 

подвійним ліпідним шаром клітинної мембрани, що призводить до порушення 

мембранного транспорту і може викликати загибель клітин. 

За умов охолодження змінюється характер метаболічних процесів в 

клітинах і порушуються життєво важливі процеси. Сповільнюється рух різних 

молекул і органел в клітинах, змінюються в'язкість і фізико-хімічні властивості 

розчинів, білків та інших комплексів, знижується швидкість протікання 

біохімічних реакцій, порушується активність ферментів, змінюється регуляція 

внутрішньоклітинного обміну [155]. 

Засобами збереження життєздатності клітин в процесі заморожування є 

управління процесом охолодження і використання кріопротекторів. 

Кріопротектори - речовини, які можуть попереджати розвиток кріоушкоджень 

біологічних об'єктів і забезпечувати їхню життєздатність після розморожування. 

До теперішнього часу виявлено близько 120 органічних речовин, які мають 

кріопротекторні властивості. Усі кріопротектори можна розділити за наступними 

критеріями: 

- ендоцелюлярні – речовини, що проникають крізь клітинну мембрану, з 

молярною масою до 100 г/моль; 

- екзоцелюлярні – речовини, що не проникають крізь клітинну мембрану, з 

молярною масою понад 400 г/моль; 

- змішаної дії - речовини з молярною масою від 100 до 400 г/моль. 

Ендоцелюлярні кріопротектори вважаються найбільш ефективними, проте, 

завдяки високій проникності, вони характеризуються і найбільшою токсичністю 

[156–158]. Тому на сьогоднішній день залишається актуальним питання щодо 

відмови або, принаймні, щодо зменшення концентрації токсичних 

кріопротекторів та пошуку нових сполук з кріопротекторними властивостями, які 

би були нетоксичними для біологічних об’єктів. 
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Загальний принцип дії кріопротекторів при заморожуванні полягає в 

зв'язуванні води, що приводить до зниження швидкості кристалізації і 

уповільнення росту кристалів льоду і таким чином дозволяє вберегти клітину від 

осмотичного лізису [159, 160]. Механізм дії ендоцелюлярного кріопротектора 

реалізується за рахунок зв'язування внутрішньоклітинної води при швидкому 

проникненні крізь мембрану. Екзоцелюлярні кріопротектори зв'язують 

позаклітинну воду і при заморожуванні уповільнюють зростання позаклітинних 

кристалів льоду, оточують клітини і перешкоджають впливу на них вже 

сформованих кристалів [161, 162]. 

Слід зазначити, що до теперішнього часу не існує універсальних принципів 

підбору кріопротектора. Вибір кріопротектора здійснюється емпірично, 

індивідуально для кожного типу клітин. Проте можна сформулювати основні 

загальні вимоги до кріопротекторів. Кріопротектори повинні: 

- зберігати клітини в життєздатному стані; 

- забезпечувати кріозахисну дію при мінімальній концентрації ; 

- бути малотоксичними на клітинному і організмовому рівнях; 

- добре розчинятися у воді. 

Протягом останніх років для кріоконсервування МСК застосовували різні 

види кріопротекторів, однак найкращі результати на сьогодні дає використання 

диметилсульфоксиду (ДМСО). Молекула ДМСО є невеликою високо полярною 

амфіфільною молекулою з гідрофільною групою сульфоксиду і двома 

гідрофобними метил-групами. Рідкий ДМСО добре проникає крізь плазматичні і 

внутрішньоклітинні мембрани, утворюючи комплекси з водою, солями та 

високомолекулярними біологічними речовинами [163, 164]. 

Для успішного заморожування клітин різних типів потрібна певна 

оптимальна концентрація ДМСО. При цьому необхідно враховувати вплив ДМСО 

на клітинну мембрану при його додаванні в клітинну суспензію ще до початку 

заморожування. Відомо, що різна концентрація ДМСО по-різному впливає на 

процес кристалізації. Моделювання бішарових систем клітинної мембрани 

показало, що вплив ДМСО на подвійний ліпідний шар залежить від концентрації 
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ДМСО в розчині [165]. При проникненні молекул ДМСО всередину 

фосфоліпідного бішару мембрани клітини, при концентрації ДМСО від 2,5 до 

7,5 % включно, спостерігається зменшення його товщини. При концентраціях 

ДМСО від 10 % і вище, крім зменшення товщини бішару, спостерігається 

формування гідрофільних пор і дефектів у клітинній мембрані. Концентрація 

ДМСО, що перевищує 20 %, призводить до повної руйнації ліпідного бішару 

мембрани [166–168]. 

Для кріоконсервування МСК кінцева концентрація ДМСО 10 % є найбільш 

поширеною [169–171]. При цьому в ряді досліджень повідомляється, що при 

використанні концентрації ДМСО від 5 до 10 % збереженість МСК практично не 

відмінна [172–174]. При цьому було показано краще збереження МСК при 

використанні 10 % ДМСО в порівнянні з 5 %. Встановлено, що зниження 

концентрації ДМСО нижче 5 % приводить до значних втрат МСК, а концентрація 

вище 10 % не забезпечує підвищення збереженості МСК, але є небезпечною як 

для клітин, так і для пацієнта. Таким чином, мінімальна ефективна безпечна 

концентрація ДМСО для МСК може коливатися в межах від 5 до 10 % [175]. 

Крім вибору оптимальної концентрації кріопротектору, актуальними є і 

умови його введення. Відомо, що процес гідратації ДМСО супроводжується 

екзотермічною реакцією, яка може привести до загибелі МСК при їх змішуванні з 

кріопротектором [176, 177]. Зазвичай додавання ДМСО рекомендують проводити 

на крижаній бані або у попередньо охолоджену до 4 °С суспензію клітин. Однак в 

деяких випадках рекомендується уникати охолодження трансплантаційного 

матеріалу і використання крижаної бані при введенні ДМСО. До складу 

кріопротекторного розчину для зниження токсичної дії ДМСО, часто вводять 

додаткові компоненти. Наприклад, декстран проявляє властивості 

екзоцелюлярного кріопротектора і додатково захищає клітину при заморожуванні 

[178, 179]. 

Технологія кріоконсервування МСК постійно вдосконалюється і її 

ефективність багато в чому залежить не тільки від кріопротекторів, але і від самої 

методики заморожування. Швидкість заморожування зразків МСК, яка б 
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забезпечувала найкращі результати, давно і широко обговорюється. На 

сьогоднішній день вважаються стандартом протоколи кріоконсервування МСК з 

використанням контрольованого заморожування, які базуються на повільній 

швидкості заморожування зразка до -80 °C/-120 °C з подальшим його зануренням 

в рідкий азот [180]. При контрольованому заморожуванні МСК використовують 

швидкість охолодження 1 °С/хв до температури близько -40 °C. Потім процес 

заморожування продовжують зі швидкістю близько 3-5 °C/хв до температури -80 

°C/ -120 °C. 

Починаючи з 80-х років минулого століття, досліджувалась можливість 

неконтрольованого заморожування зразків кісткового мозку, а потім і 

периферійної крові, до температури -80°C, при використанні 

низькотемпературних холодильників [181]. При цьому тару з біоматеріалом і 

кріопротектором відразу вміщуваали в камеру холодильника (-80 °C). Було 

встановлено, що неконтрольований метод є безпечним і показує результати, 

подібні до контрольованого заморожуванням МСК кісткового мозку, 

периферійної і пуповинної крові. Проте подібні підходи не були визнані як 

коректні та не набули широкого розповсюдження. 

Слід мати на увазі, що технології, розроблені для кріоконсервування 

клітинних суспензій, зокрема МСК, можуть не підходити для клітин у складі 

АМС [182]. Це обумовлено зміною швидкості розподілу води і кріопротекторів 

між клітинами, а також середовищем при заморожуванні-відігріванні. В процесі 

кріоконсервування клітин у складі АМС необхідно враховувати, що протоколи 

повинні забезпечувати не тільки збереження морфофункціональних властивостей 

клітин, але і структурну цілісність носія, механічне пошкодження якого неминуче 

призведе до загибелі інкапсульованих в нього клітин. 

На сьогоднішній день вже показана можливість кріоконсервування різних 

типів клітин [183–186], і особливо МСК, у складі АМС шляхом вітрифікації або 

повільного заморожування під захистом ДМСО. Так, в роботі [187] проведене 

порівняльне вивчення МСК у складі АМС і у вигляді суспензії окремих клітин 

при кріоконсервуванні: під захистом 10 % ДМСО не було виявлено суттєвої 
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різниці в їхніх кріочутливостях, а в присутності 5 % вони мали більш низькі 

показники життєздатності. Значення збереженості і метаболічної активності після 

кріоконсервування МСК у складі АМС збільшувалися при підвищенні 

концентрації ДМСО з 5 до 10 %. Ініціація кристалізації в ході повільного 

програмного заморожування МСК у складі АМС в присутності 10 % ДМСО 

дозволила досягти максимальних значень збереженості і метаболічної активності 

інкапсульованих клітин. 

У роботах [12, 188] була показана можливість застосування технології 

інкапсуляції з використанням альгінату для збільшення життєздатності клітин 

після кріоконсервування, а також для підтримки нормальної швидкості їх 

проліферації після відігріву. Мікроскопічні спостереження показали, що 

низькотемпературна обробка і подальший відігрів істотно не впливають на 

морфологію альгінатних мікросфер - вони були стабільними і округлої форми. 

Результати аналізу після кріоконсервування життєздатності, проліферативної та 

функціональної активностей МСК показали перевагу інкапсульованих в 

альгінатні гідрогелеві мікросфери клітин у порівнянні з неінкапсульованими 

клітинами. Ці відомості, а також висока зацікавленість щодо встановлення 

високоефективних режимів заморожування тканино-інженерних конструкцій з 

МСК, зокрема АМС з МСК, при зменшенні концентрації кріопротектора в 

кріозахисному середовищі спонукали нас до проведення досліджень в цьому 

напрямку.  

 

1.3.2. Гіпотермічне зберігання клітин 

Транспортування культур живих клітин є значною проблемою за умови 

віддаленості лабораторій та терапевтичних установ. Існуючі вирішення проблеми 

більшою мірою включають кріоконсервування та/або холодовий ланцюг, які є 

непрактичними, економічно витратними та технічно складними заходами, 

оскільки вони або вимагають спеціального матеріально-технічного забезпечення, 

або можуть бути реализовані лише за умови коротких проміжків часу доставки 

[189]. Альтернативні підходи можуть поліпшити та спростити проблему. 
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Гідрогель, який є структурно стійким у широкому інтервалі температур, 

біосумісний для інкапсульованих клітин та легко піддається розчиненню, що 

забезпечує швидке вивільнення інкапсульованих клітин, може бути саме такою 

альтернативою. 

Було показано, що інкапсуляція клітин може сприяти їхньому збереженню 

за низьких позитивних температур без застосування спеціалізованих середовищ і 

добавок. Так, в роботі Bo Chen et all [84] МСК людини і ЕСК миші успішно 

зберігалися у складі альгінатного гідрогелю протягом 5 днів за кімнатної 

температури (18-22 °С) в герметичних умовах. Життєздатність після вивільнення 

з альгінатного гідрогелю, становила 74 % для МСК людини і 80 % для ЕСК миші, 

що можна було порівняти з даними кріоконсервування. Важливим є те, що рівень 

проліферації і визначення основних маркерів стовбурових клітин щодо МСК 

людини і ЕСК миші, вивільнених з альгінатного гідрогелю, були такими ж, як і у 

групи кріоконсервованих клітин. У роботі Swioklo Stephen et all [190] описані 

дослідження щодо гіпотермічного зберігання (4-23 °C) МСК, що отримані з 

жирової тканини дорослої людини, за умови їх інкапсуляції у 1,2 % альгінат. 

Такий підхід дав добрі результати впродовж 72 годин зберігання, при цьому 

збереженість клітин великою мірою залежала від температури, оптимальними 

були 15 °C. При даній температурі інкапсуляція у альгінат сприяла збереженню 

життєздатності клітин та їхніх адгезивних характеристик після повернення в 

умови моношарового культивування. Після прикріплення, клітини залишалися 

нормальними за фенотипом, демонстрували характерну кінетику росту і здатність 

до індукованого диференціювання. 

У той же час залишається невирішеним питання про збереження 

інкапсульованих клітин за 4 °C без використання спеціалізованих середовищ і 

добавок. У роботі Swioklo Stephen et all [190] було показано, що після 72 годин 

перебування при 4 °C неінкапсульовані МСК характеризувалися значним 

зниженням життєздатності, яка становила лише 18 % від початкового рівня, у той 

час як інкапсуляція дозволяла значно покращити цей результат. Є відомості про 

вплив гіпотермічного зберігання при 4°C протягом 24 годин на життєздатність і 
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активність ферментів клітин нирок новонароджених хом'ячків з підвищеною 

експресією альфа-L-ідуронідази (IDUA) [191]. Показано, що клітини у складі 

АМС з 1 %-го альгінату демонстрували незначне зниження активності ферменту, 

у той час як клітини у складі АМС з 1,5 %-го альгінату характеризувалися 

значеннями в три рази більшими, ніж до зберігання. Mahler Stephan et all. [192] 

провели аналіз захисної дії альгінатного гідрогелю в процесі гіпотермічного 

зберігання протягом 24 або 48 годин на життєздатність і функціональну 

активність гепатоцитів щурів. Життєздатність знижувалася на 4 % і 13 % 

(24 години при 4 °C), 15 % і 33 % (48 годин при 4 °C) для інкапсульованих і 

суспензійних клітин, відповідно. Мітохондріальна, EROD і GST активності мали 

кращі показники в групі інкапсульованих клітин в порівнянні з суспензією. Було 

виявлено, що гіпотермічне зберігання індукує ранню каспаза-3-залежну 

активність, яка була завжди більш низькою у гепатоцитів, інкапсульованих у 

АМС. Таким чином, апоптоз у гепатоцитів, викликаний охолодженням, може 

бути в значній мірі попереджений шляхом інкапсуляції у АМС, що веде до 

поліпшення збереженості та функціональної активності клітин. У роботі Wright 

Bernice et all [193] був зроблений більш глибокий аналіз впливу концентрації 

альгінату, умов і терміну зберігання на життєздатність клітин з метою оцінити 

придатність альгінатного гідрогелю для зберігання епітеліальних клітин рогівки. 

Було продемонстровано, що 0,6 % (маса/об'єм) альгінатний гідрогель зберігає 

епітеліальні клітини рогівки більш ефективно за гіпотермічних (4 °C) і 

нормотермічних (37 °C) умов протягом 5 діб. Автори так само відзначили, що на 

збереження клітин, інкапсульованих у АМС, впливає як розмір пор, так і 

механічні властивості сформованого гідрогелю. Структурні характеристики 

альгінатного гідрогелю можуть коригуватися шляхом додавання і зміни 

співвідношення альгінату з пороутворюючими речовинами, наприклад, 

гідроксиетилкрохмалем. Всі ці дані свідчать про перспективність застосування 

альгінату при гіпотермічному зберіганні (4-8 °C). 

В іншому дослідженні, однак, не вдалося підтвердити позитивну дію 

інкапсуляції при гіпотермічному зберіганні (4 °C) без використання 
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спеціалізованих добавок. Інкапсуляція в альгінатні-PLO мікросфери клітин 

печінки щурів лінії Buffalo (BRL) не надала поліпшення результатів по 

збереженню життєздатності та продукції метаболітів [194]. 

Слід мати на увазі, що велика частина позитивних результатів щодо 

перспективності застосування інкапсуляції при гіпотермічному зберіганні (4-8 °C) 

була отримана тільки для коротких проміжків часу. Можливо, більш тривале 

зберігання без застосування спеціалізованих середовищ або добавок буде мати 

негативний вплив на стан клітин, що вимагає виконання додаткових і більш 

глибоких досліджень в даній області. 

На збереженість інкапсульованих клітин за позитивних температур 

зберігання можуть впливати і інші чинники. Так, Dontchoes Brian et all [195] були 

проведені дослідження з метою визначення, чи відбувається зниження 

життєздатності хондроцитів в процесі гіпотермічного зберігання (4 °C) при 

підвищенні pH, і чи дозволить насичення культурального середовища зберігання 

(DMEM) 5 % CO2 стабілізувати pH, і таким чином підвищити життєздатність 

клітин. Після 5 діб зберігання при 4 °C некроз хондроцитів був виражений 

більшою мірою в середовищі, що не піддавалося насиченню CO2, ніж в 

середовищі, насиченому 5 % CO2. Ці дані демонструють, що підвищення pH 

середовища призводить до зниження збереженості хондроцитів в умовах 

гіпотермічного зберігання, а нормалізація цього параметра покращує результати 

зберігання. 

Позитивна дія інкапсуляції в альгінат на переживання клітин може 

пояснюватися багатьма, до сьогоднішнього дня слабо вивченими, чинниками. 

Захисний ефект альгінатного гідрогелю може бути обумовлений як його прямим 

впливом, так і опосередковано. Імовірно, шляхом стабілізації плазматичної 

мембрани альгінатний гідрогель може викликати лігування інтегринів, що 

призводить до руйнування інтегрин-каспазного комплексу і таким чином 

забезпечує підвищення збереженості клітин, тим самим підтверджуючи вплив 

інкапсуляції в альгінатні мікросфери на регуляцію апоптозу [192]. Однак для 

підтвердження даної гіпотези необхідні додаткові дослідження, оскільки не всі 
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клітини схильні до інтегрин-залежної загибелі, а не всі інтегрини є 

апоптогенними. Опосередкований вплив альгінатного гідрогелю може бути 

наслідком його дифузних характеристик, які були визначені для молекул з різною 

масою [120, 196–199]. Так, відокремлене розташування клітин уповільнює 

вивільнення і дифузію протеолітичних ферментів від загиблих клітин до живих. 

Також, позитивний вплив альгінатного гідрогелю може бути наслідком 

зворотнього зниження загальної метаболічної активності і мітохондріального 

потенціалу клітин у складі АМС, як це було показано для фібробластів [200]. 

Таким чином, на підставі результатів численних досліджень можливо 

зробити припущення, що оптимальний вибір температурного режиму, середовища 

і фізико-хімічних параметрів альгінату можуть дозволити розробити 

технологічний підхід, який зможе значно подовжити ефективність 

короткострокового зберігання клітин для їхнього безпечного транспортування. 
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РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 

 

2.1. Виділення і моношарове культивування МСК 

Дослідження проводились на мультипотентних мезенхімальних 

стромальних клітинах, одержаних з біоптатів завушної зони шкіри дорослих 

пацієнтів-волонтерів. Зразки тканин отримували за інформованої письмової згоди 

донорів відповідно до рекомендацій Гельсінської декларації Всесвітньої медичної 

асоціації з проведення біомедичних досліджень і відповідно до вимог біоетичного 

комітету ІПКіК НАН України. Для виділення МСК застосовували метод 

експлантаціі фрагментів [201, 202]. До даної роботи були залучені культури МСК, 

отримані раніше, які зберігалися в низькотемпературному банку ІПКіК НАН 

України за температури рідкого азоту до їхнього безпосереднього використання. 

Розморожування зразків клітинних культур проводили за стандартною 

методикою [203–205] на водяній бані при 37°С з подальшим відмиванням ДМСО. 

Моношарове культивування клітин проводили в культуральному середовищі (КС) 

α-MEM (РАА, Австрія), доповненому 10 % ембріональної сироватки (ЕС) великої 

рогатої худоби (РАА, Австрія), 2 мМ L-глутаміну, 50 од/мл пеніциліну і 50 мкг/мл 

стрептоміцину при 37 °С, 5 % СО2 і 95 % вологості. Заміну культурального 

середовища проводили кожні 3-4 доби. Після досягнення клітинами 70-80 %-го 

конфлуента їх знімали з підложки за допомогою суміші трипсин (0,25 %)/версен 

(0,05 %), отриману суспензію центрифугували при 150 g протягом 7 хв, клітини 

ресуспендували в КС і пересівали в нові культуральні флакони площею 75 см2 з 

щільністю посіву 5000 кл/см2. Для досліджень використовували клітини 4-8-го 

пасажів. 

Підрахунок кількості клітин при пересіві і виконанні експериментальних 

робіт проводили в камері Горяєва згідно зі стандартною методикою [203]. 

Кількість клітин в 1 мл клітинної суспензії визначали за формулою: 

4N × n
С =  × 10

4
 , 
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де N - підрахована кількість клітин в 25 квадратах камери Горяєва, n - 

початковий об’єм клітинної суспензії. 

 

2.2. Отримання АМС 

У роботі використовували альгінат натрію (Sigma-Aldrich, США, A2158-

250G), виділений з бурих водоростей, з високим вмістом маннуронової кислоти і 

низькою в'язкістю (250 сп при 22 °С). Сухий порошок альгінату натрію розчиняли 

в буфері Хенкса (pH 7,4) шляхом постійного перемішування з підігрівом. Для 

очищення від органічних домішок і токсичних компонентів в розчин вносили 

активоване вугілля, з розрахунку 0,5 г вугілля/1 г альгінатного порошку, суміш 

витримували при 4°С протягом доби. Після цього розчин фільтрували крізь 

целлюлозну гігроскопічну медичну вату, задля видалення великих частинок 

вугілля, і серію фільтрів із різним розміром пор (0,65 → 0,45 → 0,22 мкм). 

Гелюючим агентом слугував CaCl2. Розчин хлористого кальцію готували на 

фізіологічному буфері HEPES, що містив 0,15 M NaCl і 25 мM HEPES (pH 7,4). 

Даний буфер також застосовувався як розчин для промивання. Перед 

використанням кожен розчин додатково проходив етап стерилізації шляхом 

фільтрації крізь нітроцелюлозний фільтр з діаметром пор 0,22 мкм. 

При підборі умов отримання однорідних АМС використовували різні за 

концентрацією розчини альгінату натрію (1,2; 1,5; 1,8; 2,0 %) та 2 %-й розчин 

хлористого кальцію. Візуальну оцінку отриманих АМС проводили за допомогою 

інвертованого мікроскопу CETI EpiFluor (CETI, Бельгія). Розмір і форму АМС 

оцінювали в програмі «AxioVision 4.8» («Carl Zeiss»). 

Підбір фізичних параметрів, які впливають на розмір і форму одержуваних 

АМС, докладно описаний в розділі 3 власних досліджень, тому як переважно 

базується на технічних характеристиках пристрою, що застосовувався для 

отримання міфкросфер за допомогою електророзпилення. 

 

2.3. Інкапсуляція МСК у АМС 
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АМС з інкапсульованими у товщу гідрогелю клітинами одержували в такий 

же спосіб, як і безклітинні АМС, додаючи у вихідний розчин альгінату суспензію 

клітин [206]. Для цього клітини знімали з поверхні пластику, як описано вище, 

центрифугувли при 150 g протягом 7 хв, промивали буфером HEPES, і 

суспендували в 1 мл очищеного 2 %-го альгінату натрію (1,5 × 106 кл/мл). 

Альгінат натрію, що містив суспензію клітин, поміщали в стерильний шприц 

об'ємом 1 мл з діаметром голки 0,33 мм і розпилювали в 2 %-й розчин CaCl2, в 

якому залишали АМС на 10 хв для полімеризації. Після повної полімеризації 

проводили поступове відмивання АМС від надлишку іонів кальцію буфером 

HEPES. АМС з МСК інкубували в КС при 37 °С, 5 % СО2 і 95 % вологості 

протягом ночі за для нормалізації клітинних функцій. 

Рівномірне розпилення гелеутворювача з формуванням однорідних АМС 

(200±20 мкм) забезпечувалося при дотриманні наступних параметрів: швидкість 

вивільненя розчину альгінату - 10 мл/год, висота розпилення - 4 см, прикладена 

напруга - ≤ 7 кВ, концентрація альгінату натрію - 2 %, концентрація хлористого 

кальцію - 2 %. 

 

2.4. Розчинення АМС 

В окремих експериментах для вивільненя клітин з гідрогелю здійснювали 

розчинення АМС. Для цього АМС з клітинами після промивання буфером HEPES 

інкубували у 50 мМ розчині цитрату натрію протягом 5 хв з інтенсивним 

піпетуванням. Отриману після розчинення АМС суспензію клітин двічі відмивали 

від шляхом центрифугування при 150 g протягом 7 хв, після чого ресуспендували 

клітинний осад в буфері HEPES або культуральному середовищі, в залежності від 

подальших цілей експерименту.  

 

2.5. Отримання і заселення тривимірних носіїв на основі скелета губки 

Ianthella basta  
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З метою порівняння поведінки МСК у складі різних тривимірних носіїв, у 

якості моделі для порівняння був обраний скафолд на основі скелету морської 

губки Ianthella basta. 

Для виділення хітинових зразків ліофілізовані скелети губки Ianthella basta 

піддавали обробці з використанням кислотно-лужного гідролізу [207, 208]. На 

першому етапі зразки поміщали в 20 %-й розчин оцтової кислоти на 12 год при 37 

°С для розчинення кальцій-карбонатної складової губки і усунення частини білків 

і пігментів, після чого багаторазово промивали дистильованою водою. На 

другому етапі зразки обробляли 2,5 M NaOH протягом доби при 37 °С, що 

необхідно для видалення решти білків, мінералізованої складової і пігментів. 

Потім губки промивали дистильованою водою для досягнення рН 6,5 і 

повторювали цикл обробки до знебарвлення носіїв. На завершальному етапі 

очищення носії поміщали в 35 %-й розчин перекису водню на 15-20 хв при 

кімнатній температурі c подальшим відмиванням дистильованою водою. З 

демінералізованих зразків отримували носії розміром ~ 3×7×0,4 мм. 

Попередню експансію МСК дерми людини проводили в середовищі 

культивування α-MEM («Sigma»), доповненої 10 % ЕС, 50 од/мл пеніциліну і 50 

мг/мл стрептоміцину в СО2-інкубаторі при 37 °С, 5 % СО2 і 95 % вологості. Носії 

стерилізували в 70 %-му етиловому спирті, ретельно промивали розчином Хенкса 

і насичували культуральним середовищем. У ємнісь з неадгезивного пластику 

об'ємом 20 мл поміщали по 10 носіїв і суспензію клітин (2×106 в 10 мл), інкубацію 

їх здійснювали при 37 °С протягом 1 год на радіальному шейкері «MS1 

Minishaker I KA» («Sigma») при 500 об/хв для забезпечення рівномірного 

заселення. Через 12 год заселені клітинами зразки губок переносили в лунки 24-

луночного планшета, з 0,5 мл культурального середовища, і продовжували 

культивування в стандартних умовах до 7 діб. 

 

2.6. Оцінка життєздатності клітин шляхом подвійного забарвлення 

ФДА і ЕБ 
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Життєздатність клітин у складі АМС оцінювали за допомогою 

комбінованого забарвлення флуоресцентними барвниками 

флуоресцеїндіиацетатом (ФДА) і етідіумбромідом (ЕБ). Відомо, що ЕБ проникає 

тільки в клітини з пошкодженими плазматичними мембранами і 

високоспецифічно зв'язується з ДНК в клітинному ядрі. При зв'язуванні з ДНК ЕБ 

набуває здатності флуоресціювати в червоному світлі, в результаті чого ядра 

пошкоджених клітин візуалізуються. Одночасне забарвлення досліджуваних 

клітин ФДА дозволяє оцінити їхню життєздатність в тому ж полі зору за 

флуоресценцією, так як при експозиції клітин з ФДА барвник проникає всередину 

клітин і гідролітично перетворюється в флуоресцеїн, який накопичується 

всередині клітин з непошкодженими плазматическими мембранами. 

Для визначення життєздатності інкапсульованих клітин АМС інкубували 

протягом 10 хвилин в буфері Хенкса, що містив ФДА (2 мкг/мл, Sigma-Aldrich) і 

ЕБ (4 мкг/мл, Sigma-Aldrich) як описано в роботах [209, 210]. Після інкубації 

мікросфери відмивали від барвників і досліджували на інвертованому мікроскопі 

CETI з флуоресцентним модулем EpiFluor (CETI, Бельгія).  

 

2.7. Оцінка життєздатності та метаболічної активності МСК за МТТ 

тестом 

МТТ-тест ‒ це колориметричний тест, який дозволяє оцінювати 

життєздатність і метаболічну активність клітин. Розчинний у воді тетразоліеєвий 

барвник 3-(4,5-диметилтіазол-2-іл)-2,5-дифенілтетразоліум бромід (MTT) легко 

проникає крізь мембрани живих клітин і відновлюється в пурпурний нерозчинний 

у воді формазан. МТТ-тест проводиться на заключних етапах експериментів, тому 

як призводить до загибелі клітин. У відновленні МТТ, як і всіх тетразолієвих 

барвників, беруть участь НАД(Ф)Н/ФАДН-залежні оксидоредуктазні ферменти, 

локалізовані переважно в мітохондріях, а також цитозолі клітин, таким чином 

МТТ-тест є інтегральним показником клітинного метаболізму [211, 212]. Було 

показано, що МТТ та інші тетразолієві барвники відновлюються повільніше в 

клітинних лініях з низьким рівнем метаболізму, і навпаки, клітини, що швидко 
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діляться, показують високу ступінь відновлення МТТ [213, 214]. Таким чином 

відновлення МТТ безпосередньо залежить від кількості життєздатних клітин та 

їхньої метаболічної активності. 

2.7.1. Життєздатність МСК оцінювали по їхній здатності відновлювати 

МТТ (Sigma-Aldrich, США) з прямим підрахунком кількості забарвленних клітин 

до і після впливу експериментальних чинників. Для цього клітини у вигляді 

суспензії або у складі АМС інкубували протягом 2 год в α-МЕМ, доповненій 10 % 

ЕС і 5 мг/мл МТТ, після чого, не відмиваючи, поміщали в камеру Горяєва, де 

підраховували загальну кількість клітин та кількість метаболічно активних клітин, 

що містили фіолетові гранули формазану (МТТ-позитивні клітини). 

Життєздатність клітин виражали у відсотках: 

Ж
C =  × 100%

К
, 

де С - життєздатність (у відсотках); 

Ж - кількість (МТТ-позитивних) живих клітин; 

К - загальна кількість клітин. 

В разі визначення життєздатності клітин клітин у складі АМС, мікросфери 

безпосередньо перед підрахунком в камері Горяєва розчиняли як описано вище. 

2.7.2. Метаболічну активність МСК з використанням 

спектрофотометричного МТТ-тесту проводили відповідно до методики виробника 

(In vitro Toxicology Assay Kit, Sigma-Aldrich) [213]. До клітин у вигляді суспензії 

або у складі АМС вносили свіже КС доповнене 5 мг/мл МТТ Після інкубації 

протягом 2 год при 37°С рідку фазу видаляли, зразки кілька разів промивали 

безбарвним буфером Хенкса (у випадку АМС їх додатково розчиняли), після чого 

шляхом екстрагували внутрішньоклітинно утворений формазан внесенням 400 

мкл 100 % ДМСО з подальшим інтенсивним перемішуванням. Абсорбцію 

отриманих розчинів оцінювали при 550 нм на спектрофлуориметрі Tecan GENios 

(Tecan inc., Австралія), обробку результатів проводили за допомогою програми 

XFLUOR4 v.4.50. Результати представляли в умовних одиницях абсорбції (УОА), 
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які визначалися як різниця між рівнями абсорбції дослідної і холостої (без клітин) 

проб. 

 

2.8. Оцінка метаболічної і проліферативної активностей МСК за Alamar 

Blue-тестом 

Прижиттєве визначення метаболічної і проліферативної активностей клітин 

в умовах культивування успішно здійснюється за допомогою редокс-індикатора 

Alamar Blue (АВ, Serotec, США) [215–217]. Високо чутливий АВ-тест базується 

на здатності АВ легко проникати крізь біологічні мембрани і відновлюватися 

внутрішньоклітинними ферментами [218]. Накопичення відновленої форми АВ 

резаруфіну пропорційно активності редокс-ензимів і відображає, таким чином, 

загальний метаболічний стан та кількість клітин. 

2.8.1. Оцінка метаболічної активності. Для постановки АВ-тесту клітини у 

вигляді моношару або складі АМС культивували в стандартних умовах протягом 

1-24 годин, після чого культуральне середовище заміняли на свіже, доповнене 

440 мкМ АВ (10 %-й розчин AB). Паралельно середовище з АВ вносили в лунки 

планшета, що не містили клітин (холоста проба). Клітини культивували в 

присутності АВ протягом 1-2 годин при 37 °С і 95 % вологості в атмосфері з 5 % 

СО2, після чого визначали рівень флуоресценції відновленої форми AB в 

культуральному середовищі на спектрофлуориметрі Tecan GENios (Tecan inc.) 

при хвилі збудження 550 нм і хвилі емісії 590 нм. Обробку даних проводили за 

допомогою програми XFLUOR4 v.4.50. Результати виражали в умовних одиницях 

флуоресценції (УОФ) ‒ різниця між рівнями флуоресценції дослідної і холостої 

проб ‒ або у відносних одиницях флуоресценції (ВОФ). Розрахунок ВОФ 

виконували згідно протоколу виробника за формулою:  

ВОФ = ,x b

b

S S

S


 

де Sx - значення флуоресценції дослідної проби; 

Sb - значення флуоресценції холостої проби (10 %-й розчин AB в КС без 

клітин). 
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2.8.2. Оцінка проліферативної активності МСК. Визначення приросту 

відновленої форми АВ в культурі за сталих умов Для непрямої оцінки 

проліферативної активності при культивуванні у вигляді моношару або складі 

АМС клітини поміщали в описані вище стандартні умовах культивування, після 

чого крізь 24 год оцінювали рівень флуоресценції АВ на 1-у добу культивування. 

Потім АВ видаляли, а клітини у вигляді моношару або складі АМС культивували 

протягом 5 діб. На 5-у добу культивування, проводили інкубацію зразків з 10 % 

АВ і оцінювали рівень його флуоресценції, як було описано раніше. Отримані 

результати відносили до показників тих же зразків на 1-у добу культивування. 

При цьому вважали, що достовірне підвищення рівня відновленності АВ 

відображає збільшення кількості клітин і, отже, їх проліферацію. 

 

2.9. Оцінка здатності клітин прикріплятися до культурального 

пластику 

До однієї з основних властивосте МСК, що є ключовою для їх нормального 

функціонування, належить адгезія. Для кількісної оцінки даної властивості в 

лунки 24-луночного культурального планшета вносили суспензію клітин з 

щільністю посіву 5000 кл/см2 в середовищі α-MEM, доповненого 10 % ЕС, і 

культивували протягом 1 доби. Після 1 доби відбирали усе культуральне 

середовище і підраховували в ньому кількість не прикріплених клітин. Таким 

чином, кількість прикріплених до культурального пластику клітин розраховували 

за формулою: 

A - B
E =  × 100 %,

A
 

де: А - кількість клітин до посіву; 

В - кількість не прікріплених клітин після 1 доби культивування. 

 

2.10. Оцінка мембранного потенціалу мітохондрій МСК з 

використанням барвника JC-1  
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Величину мембранного потенціалу мітохондрій (Δψм) можна оцінити 

цитофлуориметрично за допомогою ліпофільного катіонного індикатора 5,5',6,6'-

тетрахлоро-1,1',3,3'-тетраетілбензімідазолкарбоціанін йодиду (JC-1). При 

наявності Δψм молекули JC-1 проходять всередину органели, де в її матриксі або 

на самій внутрішній мембрані акумулюються в достатній кількості. При низькій 

концентрації барвника, внаслідок низького Δψм, молекули барвника знаходяться в 

формі мономерів і флуоресціюють в зеленій області. Підвищення Δψм (вище 140 

мВ) приводить до підвищення концентрації барвника, наслідком чого є 

реорганізація молекул барвника в димери, що формують J-агрегати, які 

флуоресціюють в червоно-оранжевій області [219]. Таким чином, клітини з 

високим Δψм легко відрізнити за наявністю червоно-оранжевої флуоресценції, а 

по співвідношенню інтенсивності червоно-оранжевого і зеленого світіння можна 

судити про величину мембранного потенціалу мітохондрій. 

Для оцінки Δψм МСК у складі АМС або у вигляді моношару 

використовували флуоресцентний індикатор JC-1 (НТК «Інститут 

монокристалів», Харків, Україна) відповідно до інструкції комерційних аналогів 

для спектрофлуорометричного і флуоромікроскопічного аналізів [219]. До МСК у 

складі АМС або у вигляді моношару вносили флуоресцентний індикатор JC-1 в 

розрахунку 10 мкг/мл КС, після чого клітини культивували протягом 30 хв при 37 

°С в стандартних умовах.  

Якісну оцінку забарвлення клітин у складі АМС або у вигляді моношару 

проводили за допомогою конфокального скануючого мікроскопа з аргоновим 

лазером (робоча потужність 5,4 мВт) Carl Zeiss Meta LSM 510 за стандартною 

методикою для конфокальної мікроскопії та програмного забезпечення LSM 510 

ver. 4.2 (Carl Zeiss, Німеччина). Зображення отримували при довжині хвилі 

збудження 488/560 нм з використанням об'єктива EC Plan-Neofluar 20x/0.50 М27 і 

фільтра HTF 405/488/543/633 в трьох каналах: у першому реєстрували емісію в 

діапазоні 518-540 нм, у другому - емісію в діапазоні 561-593 нм, в третьому - 

видиме зображення в прохідному світлі. Величина лазерної апертури (pinhole) 
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становила 288 мкм. Отримані зображення обробляли в програмі Zeiss LSM Image 

Examiner ver. 4.2.0.121. 

Кількісну оцінку даного показника проводили шляхом аналізу інтенсивністі 

флуоресценції JC-1 на планшетному спектрофлуориметрі «Tecan GENios» при 

довжині хвилі збудження 560 нм і довжині хвилі емісії 595 нм для оцінки 

червоно-оранжевого світіння, яке свідчить про високий мембранний потенціал на 

внутрішній мембрані мітохондрій. Для оцінки низького мембранного потенціалу 

визначали інтенсивність флуоресценції JC-1 при довжині хвилі збудження 485 нм 

і довжині хвилі емісії 535 нм. Результати виражали у ВОФ, розрахунок яких 

виконували за формулою, що наведена вище для АВ-тесту. 

 

2.11. Спрямоване остеогенне диференціювання МСК 

2.11.1. Індукція остеогенного диференціювання. Для виявлення здатності 

МСК до спрямованого остеогенного диференціювання в умовах моношарового 

культивування їх переводили в середовище α-МЕМ, що містило 10 % ЕС і 

індуктори остеогенезу: 100 нМ дексаметазону (Sigma-Aldrich), 10 мМ β-

гліцерофосфату (Sigma-Aldrich), 0,2 мМ L-аскорбінової кислоти-2-фосфату 

(Sigma-Aldrich) [22, 220]. Клітини культивували в даному середовищі протягом 21 

доби. Заміну середовища проводили 2 рази на тиждень. Після культивування 

культури клітин фіксували 10 % забуференим формаліном протягом 30 хв при 4 

°С. Для аналізу спонтанного диференціювання клітини в контрольних лунках 

культивували в середовищі α-МЕМ з 10 % ЕС без індукторів, з подальшою їх 

фіксацією як описано вище. 

2.11.2. Індикація остеогенного диференціювання за мінералізацією 

позаклітинного матриксу. Накопичення позаклітинного кальцію впродовж 

остеогенного диференціювання МСК оцінювали морфологічно шляхом 

забарвлення барвником Alizarin Red S (Sigma-Aldrich) [221]. Для цього фіксовані 

препарати культур МСК інкубували 2 хв в 1 %-му розчині барвника Alizarin Red S 

за кімнатної температури, потім промивали дистильованою водою. Морфологічні 
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дослідження забарвлених препаратів здійснювали за допомогою світлового 

інвертованого мікроскопа CETI Inverso (CETI, Бельгія). 

 

2.12. Спрямоване адіпогенне диференціювання МСК 

2.12.1. Індукція адіпогенного диференціювання. Для оцінки здатності клітин 

до спрямованого адіпогенного диференціювання МСК у вигляді моношару 

переводили в середовище α-МЕМ, що містило 10 % ЕС і індуктори адіпогенезу: 

0,5 мM 3-ізобутіл-1-метил-ксантину (Sigma-Aldrich), 1 мкM дексаметазону 

(Sigma-Aldrich), 10 мкг/мл інсуліну (Sigma-Aldrich), 100 мкM індометацину 

(Sigma-Aldrich) [220, 222]. Культивування в даному середовищі для адіпогенного 

диференціювання проводилося протягом 21 доби, заміну культурального 

середовища проводили 2 рази на тиждень. Паралельно до експериментальних 

зразків проводили контроль на спонтанне диференціювання. Усі зразки культур 

фіксували 10 % забуференим формаліном протягом 30 хв при 4 °С. 

2.12.2. Індикація адіпогенного диференціювання. Виявлення нейтральних 

ліпідів шляхом забарвлення Oil Red O використовувалося для підтвердження 

адіпогенного диференціювання, в результаті якого в МСК накопичувалися жирові 

вакуолі. Фіксовані препарати культур промивали дистильованою водою, 

обробляли 60 % ізопропанолом (Макрохім, Росія) і поміщали в 

свіжоприготований розчин Oil Red O (Sigma-Aldrich) (30 мг/мл в 60 % 

ізопропанолі) на 1 годину за кімнатної температури, після чого промивали 

дистильованою водою [223]. Окрашені зразки досліджували за допомогою 

світлового інвертованого мікроскопа СETI Inverso (CETI). 

 

2.13. Оцінка осмотичної реакції МСК на 1 М розчин ДМСО 

Визначення транспортних характеристик МСК проводили методом 

волюмометрії, сопостовляючи експериментально отримані залежності об'єму 

клітин від часу їх контакту з 1 М розчином ДМСО, що містив ізотонічну 

концентрацію хлористого натрію, з рішеннями теоретичної моделі [224]. 

Відносний об'єм клітини V(t)/V0 (де V(t) - об'єм клітини у момент часу t, V0 – 
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початковий об'єм клітини) визначали шляхом вимірювання діаметрів зображень 

клітин, отриманих за допомогою мікроскопа Axio Obzerver Z1 (Carl Zeiss). 

Діаметр (d) клітин вимірювали, використовуючи програму AxioVision 4.8 (Carl 

Zeiss). 

При контакті клітини з розчином проникаючої речовини (кріопротектора) 

зміну її об'єму V і концентрацій, розчинених поза і всередині її речовин за часом, 

описує система диференціальних рівнянь: 

(1) 

де t – час,  та  – осмотичний тиск проникаючої крізь плазматичну 

мембрану речовини поза і всередині клітини,  та  – сумарний осмотичний 

тиск непроникаючої крізь плазматичну мембрану речовини поза і всередині 

клітини, р – перепад гідростатичного тиску на клітинній мембрані, S та Lp – 

площа поверхні і коефіцієнт фільтрації мембрани, К1 та 1 – коефіцієнт 

проникності і коефіцієнт відбиття плазматичної мембрани для проникаючої крізь 

мембрану речовини,  та V0 – початкове значення сумарного осмотичного тиску 

непроникаючих речовин всередині клітини і її початковий об’єм,  – об'ємна 

частка осмотично неактивних внутрішньоклітинних речовин (для МСК α = 0,367). 

Перехід до безрозмірних величин призводить рівняння (1) до вигляду: 

(2) 

де ; ; ; атм. – осмотичний тиск ізотонічного 

розчину,  – наведений осмотичний тиск проникаючого (1) і 
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непроникаючого (2) компонента всередині і поза клітиною,  – поверхнево-

об'ємне відношення клітини. 

 

де d – початковий діаметр клітини, що вимірюється експериментально. 

Коефіцієнт відбиття клітинної мембрани σ1 у всіх розрахунках приймали рівним 

0,95. Розрахунок коефіцієнтів проникності мембран клітин виконували, 

вирішуючи диференціальні рівняння (2). Варіюючи параметри τ0 та τ1, визначали 

значення Lp та K1, намагаючить досягти збігу теоретичних кривих до 

експериментальних даних. 

Використана у даній роботі фізико-математична модель також досить 

коректно описує осмотичну поведінку клітин на етапі заморожування. Рішеннями 

моделі при відомих значеннях Lp та K1 є залежності y(T),  та  від 

температури. Такі рішення нескладно отримати для лінійних режимів 

охолодження. 

Зміна коефіцієнтів фільтрації і проникності плазматичної мембрани для 

розчиненої речовини підпорядковується арреніусовим залежностям: 

 

 

де T0 – вихідна температура клітинної суспензії у градусах Кельвіна,  та  – 

енергії активації процесу перенесення крізь плазматичну мембрану молекул води 

і розчиненої речовини відповідно, R0 – універсальна газова стала (8,314 

кДж/мольград).  

Прогнозування осмотичної поведінки клітин при заморожуванні з різними 

швидкостями здійснювали, підставляючи в рівняння моделі знайдені значення Lp і 
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K1. Виходячи з літературних даних для різних типів клітин брали середні 

значення  (20  40 кДж/моль),  (60  90 кДж/моль). 

Перехід до нових змінних проводився в такий спосіб: 

 

де β – швидкість охолодження. 

Система диференціальних рівнянь, що описує кінетику зміни відносного 

об'єму клітини і концентрацію проникаючої крізь плазматичну мембрану 

речовини всередину клітини в процесі позаклітинної кристалізації, має вигляд: 

 (3) 

  

де , , , , 

, , g0 – початкове значення відношення сумарного об’єму клітин 

до повного об'єму системи. 

Кінетику зміни концентрації (С) позаклітинного розчину в процесі 

заморожування при розрахунках задавали аналітично шляхом апроксимації 

фазової діаграми плавлення водного розчину для ДМСО у наступному вигляді: 

; 

де Т – поточна температура. 

Із системи рівнянь (3) для певних транспортних характеристик клітин і 

обраних швидкостей охолодження була отримана залежність об’єму клітин від 

температури заморожування. З огляду на ступінь дегідратації, можна зробити 

припущення про можливість або неможливість внутрішньоклітинної кристалізації 

у МСК при даному режимі охолодження. 

2.14. Кріоконсервування МСК 
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У якості кріозахисного середовища використовували культуральне 

середовище α-МЕМ, що містило 10 % ЕС і ДМСО в кінцевій концентрації 1 М 

(7,5 %). Культуральне середовище з подвійною концентрацією ДМСО і ЕС 

повільно по краплях додавали в рівний об’єм культурального середовища, що 

містило суспензію або інкапсульовані у АМС МСК (кінцева концентрація 1×105 

кл/мл). Зразки еквілібрували протягом 15 хв за температури 4 °С і заморожували у 

кріопробірках (NUNC, США) об’ємом 1 мл. Охолодження зразків проводили за 

допомогою програмного заморожувача УОП-6 (СКТБ з ДВ ІПКіК НАН України) 

при швидкостях охолодження 0,5, 1, 10 і 20 °С/хв до досягнення температури -40 

°С, з подальшим їх зануренням у рідкий азот (-196 °С). 

Після зберігання протягом 1-2-х діб, зразки відігрівали на водяній бані при 

37 °С і видаляли кріопротектор шляхом повільного розведення деконсервованих 

суспензій культуральним середовищем з 10 % ЕС в співвідношенні 1:10. 

Суспензію клітин центрифугували при 150 g протягом 7 хв, до осаду додавали 

свіже культуральне середовище і визначали життєздатність клітин за допомогою 

МТТ тесту шляхом прямого підрахунку, як описано вище. 

 

2.15. Зберігання МСК за позитивних температур 

МСК у вигляді суспензії або у складі АМС для зберігання поміщали в 

кріопробірки об'ємом 2 мл з напівкруглим дном (NUNC). Доза клітин, внесених в 

одну кріопробірку як у вигляді суспензії, так і інкапсульованих у АМС, становила 

близько 100 000, загальний об’єм - 1 мл. Герметично закриті кріопробірки із 

зразками витримували за температур 4, 22 і 37 °С протягом 1, 2 або 3 діб у 

вертикальному положенні. У якості середовища зберігання використовували 

культуральне середовище α-MEM, доповнене 10 % ЕС. На кожен термін 

спостереження проводили візуальну оцінку стану експериментального матеріалу 

в кріопробірках. Для оцінки збереженності МСК визначали життєздатність клітин 

після відмивання від середовища зберігання і вивільнення з АМС, а також 

клітинну адгезію, метаболічну активність та здатність до індукованого 

диференціювання після поміщення їх в умови культивування, як описано вище. В 
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якості контролю використовували МСК в суспензії і інкапсульовані у АМС, що не 

піддавалися зберіганню (нульова точка зберігання). 

Для гіпотермічного зберігання МСК, замість культурального середовища до 

МСК у вигляді суспензії або у складі АМС вносили сахарозо-сольовий розчин 

(ССР; Таблиця 2.1) або розчин Університуте Вісконсіна (UW; Таблиця 2.1). Після 

чого МСК у вигляді суспензії або у складі АМС поміщали в кріопробірки як 

описано вище. Герметично закриті кріопробірки з досліджуваними зразками 

поміщали в побутовий холодильник (4 оС) для гіпотермічного зберігання 

протягом 3 і 7 діб. На 3-й і 7-у добу гіпотермічного зберігання АМС розчиняли, 

отриману суспензію відмивали буфером HEPES і розводили в 1 мл 

культурального середовища. Клітини, що зберігалися у вигляді суспензії, так само 

відмивали від консервуючих розчинів аналогічним чином. У якості контролю 

були використані МСК, що знаходилися у вигляді суспензії або інкапсульовані у 

АМС, до гіпотермічного зберігання (нульова точка зберігання) і клітини, які 

зберігалися в культуральному середовищі. 

 

Таблиця 2.1. Склад розчинів, що використовувалия для гіпотермічного зберігання 

МСК у вигляді суспензії та у складі АМС 

Компоненти розчинів 

Концентрації компонентів у розчинах, мМ 

α-МЕМ  

(основні 

компоненти) 

UW CCP 

NaCl 116,3 — — 

KOH — 105 — 

NaOH — 4 — 

KH2PO4 — 2,6 30 

MgSO4 0,8 10 1 

Na2HPO4 1 — 15 

CaCl2 1,8 — 0,5 
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Лактобіонова кислота — 108 — 

L-Глутамін 2 — — 

D-Глюкоза 5,5 — — 

Рафіноза — 31 — 

Сахароза — — 250 

ПЭГ-8000 — — 1 % 

рН 7,4 7,4 7,4 

 

2.16. Методи статистичної обробки даних 

Отримані результати обробляли статистично за допомогою програм «Excel» 

(Microsoft, США) і «Past Statistic v/3/01» (Швеція). Залежно від характеру 

розподілу даних, значимість відмінностей між показниками оцінювали 

використовуючи параметричний t-критерій Стьюдента або непараметричний 

критерій Манна-Уїтні. Відмінності між вибірками вважали значущими при р ≤ 

0,05. 

 

2.17. Використані реактиви 

Фірма виробник і країна виробництва використаних в роботі реактивів 

наведено в тексті розділу при першій згадці. Решта реактивів вітчизняного 

виробництва мали марку «хч» або «охч». 
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РОЗДІЛ 3. ОТРИМАННЯ АЛЬГІНАТНИХ МІКРОСФЕР ІЗ 

ЗАСТОСУВАННЯМ ЕЛЕКТРОРОЗПИЛЕННЯ ТА ВЛАСТИВОСТІ 

ІНКАПСУЛЬОВАНИХ В НИХ МЕЗЕНХІМАЛЬНИХ СТРОМАЛЬНИХ 

КЛІТИН 

 

Технологія інкапсуляції клітин у АМС забезпечує ефективну їхню 

іммобілізацію всередині товщі напівпроникної полімерної матриці, яка не 

обмежує двобічної дифузії молекул кисню та вуглекислого газу, поживних 

речовин, факторів росту і т.п., але перешкоджає проникненню в товщу капсули 

речовин з молекулярною масою понад 100 кДа та інших клітин. Прийом 

інкапсуляції широко застосовується у різних галузях діяльності людини: в області 

захисту навколишнього середовища, аграрній, харчовій, фармацевтичній 

промисловостях, косметології, медицині [225]. Успішне задіяння інкапсульованих 

клітин можливе лише в разі відповідності отриманих АМС, що містять кітини, 

ряду певних вимог, серед яких правильна сферична форма, однорідність 

мікросфер за розміром і формою, забезпечення збереженості життєздатності 

клітин. 

 

3.1. Отримання АМС із застосуванням електророзпилення 

3.1.1. Система для формування гідрогелевих мікросфер із 

застосуванням електророзпилення. 

На сьогоднішній день найбільш поширеним методом формування 

гідрогелевих мікросфер є так званий крапельний метод, при якому гель 

утворюється внаслідок дифузії гелюючого агента всередину крапель 

гелеутворювача при їх внесенні у ємність з гелюючим агентом без використання 

додаткового обладнання. Форма та розмір отриманих мікросфер великою мірою 

залежать від способу формування крапель гелеутворювача. Найбільш 

перспективним натепер вважається застосування з цією метою методу 

електророзпилення (електроспрей) [188], який передбачає використання 

генератора високої напруги. При цьому, є актуальним застосування 
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генератора високої напругы, який би забезпечив можливість регулювання напруги 

та отримання мікросфер рівномірного розміру та форми для відтворюванності 

одержаних результатів. 

Задля реалізації методу в роботі використовувався генератор з функцією 

регульованої подачі напруги від 0 до ≤7 кВ. Основою пристрію був потужний 

біполярний низькочастотний n-p-n транзистор моделі MJE13009 (рис 3.1). Два 

резистори R1 і R2 (220 Ом і 22 Ом) визначали вихідну потужність, задаючи струм 

транзистора. Високовольтним трансформатором слугував строчний 

трансформатор з феритовим стрижнем. Первинна обмотка містила 15 витків, а 

обмотка зворотного зв'язку - 8 витків. Як джерело живлення використовувався 

двонапівперіодний випрямляч із знижуючим трансформатором, що забезпечує 

напругу 12 В з силою струму 3 А. Введення в схему потенціометра (R3, 2 кОм) 

забезпечувало регулювання напруги в ланцюзі, що надає змогу в свою чергу 

регулювати кінцеву напругу для розпилення рідини. 

При подачі живлення до позитивного і негативного полюсів струм 

проходить крізь резистори і обмотку зворотного зв'язку до бази транзистора 

MJE13009. Даний потік вмикає транзистор, і струм починає протікати крізь 

  
Рис. 3.1. Узагальнююча електрична схема приладу, для генерації високої напруги. 

Примітка: R1, R2 – резистори 220 та 22 Ом; R3 – потенціометр 2 кОм; VT1 – 

біполярний низькочастотний n-p-n транзистор MJE13009; L1 – обмотка 

зворотнього зв’язку; L2 – первинна обмотка; L3 – вторична обмотка. 
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первинну обмотку трансформатора. У вторинній обмотці трансформатора 

відбувається підвищення напруги і створюється магнітне поле. У той же час на 

обмотці зворотного зв'язку, протилежній за полярністю базовому потоку, 

формується інша менша напруга, що призводить до вимкнення транзистора. 

Вимкнення транзистора має результатом зниження напруги на вторинній обмотці 

і падіння магнітного поля. Відновлення нормального потоку струму до бази 

транзистора приводить до його повторного включення і запускання наступного 

циклу. Дані цикли повторюються зі своєю природною частотою. За рахунок 

цього, схема є саморегульованою і частота циклів встановлюється на 

оптимальному значенні в залежності від навантаження. 

Система для отримання гідрогелевих мікросфер фіксованого розміру із 

застосуванням методу електророзпилення в цілому відповідала типовій схемі [10, 

188] і в нашому випадку включала шприцевий інфузійний насос, шприц об'ємом 1 

мл з тупокінцевою голкою діаметром 0,33 мм, ємність для гелюючого розчину і 

описаний вище генератор високої напруги (рис.3.2).  

  
Рис. 3.2. Система для отримання гідрогелевих мікросфер із застосуванням 

електророзпилення. А - Загальний вигляд; Б – схематичне зображення, де: 1 – 

ємність з гелюючим розчином; 2 - шприц; 3 - тупокінцева голка; 4 - шприцевий 

інфузійний насос; 5 - генератор високої напруги; 6 - позитивний контакт для 

подання напруги на голку шприца; 7 - негативний контакт, що розмищуется у 

резервуарі з гелюючим розчином. 
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Шприцевий інфузійний насос та шприц закріплювалися в вертикальному 

положенні. Нижче голки шприца, на заданій висоті, встановлювався резервуар з 

гелюючим розчином. На голці шприца фіксувався позитивний контакт генератора 

для подання високої напруги, а негативний контакт поміщався у ємність для 

гелюючого розчину. Одночасне рівномірне вивільнення розчину гелеутворювача 

зі шприца і формування електростатичного потенціалу між голкою і ємністю з 

гелюючим розчином забезпечувало рівномірне розпилення гелеутворювача і 

подальше формування однорідних за розміром мікросфер.  

Регулювання подання напруги дозволяє контролювати процес розпилення 

гелеутворювача і, відповідно, розмір одержуваних гелевих мікросфер. 

Застосування даної системи мінімізує вплив дослідника на процес формування 

мікросфер і забезпечує отримання певного відтворюваного результату. Важливо, 

що поверхні кожного елемента такої системи перед застосуванням легко 

піддаються знезаражуванню за допомогою ультрафіолетового випромінювання 

(лампа БУВ-30, експозиція 15 хв).  

 

3.1.2. Процедура отримання АМС 

Альгінат є найбільш поширеним матеріалом для отримання гідрогелевих 

мікросфер. Він являє собою лінійний полісахарид природного походження, що 

складається із залишків β-D-мануронової (М) і α-L-гулуронової (G) кислот, які 

формують GG/GM/MM блоки різної довжини. Отримані з різних джерел 

альгінати варіюють за відсотковим вмістом кожної з кислот і співвідношенням 

М/G блоків. Ключовою особливістю всіх альгінатів є здатність формувати 

пористий гідрогель шляхом поперечного зв'язування залишків α-L-гулуронової 

кислоти за допомогою бівалентних катіонів (таких як Ca2+, Ba2+, Sr2+). Процес 

гелеутворення альгінату може відбуватися за фізіологічних умов, альгінат не 

чинить негативного впливу на клітини [10] і це робить його найбільш зручним 

матеріалом для отримання мікросфер з розташованими всередині них клітинами.  

У даній роботі використовували розчин альгіната натрію (Sigma-Aldrich, 

США, A2158-250G), виділеного з бурих водоростей, з високим вмістом 
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мануронової кислоти і низькою в'язкістю (250 сп при 25 °С) в концентраціях 1,2 

% ÷ 2 %, гелюючим агентом виступав 2 %-й розчин хлористого кальцію. Описана 

вище система отримання гідрогелевих мікросфер дозволяла регулювати розмір і 

форму АМС шляхом варіювання декількох параметрів. 

При вільному падінні крапель 2 %-го альгінату в гелюючий розчин 

формувалися великі мікросфери, діаметром 2000 мкм (рис. 3.3.). Подання 

незначної напруги полегшувало відрив крапель розчину альгінату від кінчика 

голки і дозволяло зменшити їхній розмір до 1500 мкм. При цьому формування 

  
 

  
 

 
Рис. 3.3. АМС, отримані за різних величин напруги, що подається на кінчик 

голки системи для отримання гідрогелевих мікросфер, величина напруги 

збільшувалася від 0 кВ (А) до близько 7 кВ (Д). Світлова мікроскопія. 
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конуса розпилення не відбувалось, а лише збільшувалася частота відриву крапель. 

Поступове збільшення напруги, що подається на кінчик голки, приводило до 

формування правильного конуса розпилення і зменшення розміру мікросфер. При 

цьому діаметр одержуваних мікросфер безпосередньо корелював з силою 

напруги, поданої на кінчик голки. Застосований у роботі генератор високої 

напруги дозволяв отримувати однорідні мікросфери з мінімальним діаметром 200 

мкм. 

Вважається, що оптимальним для АМС є діаметр 200-400 мкм [100, 105]. 

Такий діаметр забезпечує максимально ефективний розподіл речовин, без 

помітного негативного впливу на клітини. Збільшення розміру мікросфер понад 

400-500 мкм перешкоджає вільній дифузії кисню і поживних речовин. 

Використаний в даній роботі генератор високої напруги дозволив отримати АМС 

оптимального діаметру і, крім того, регулювати цей параметр у вузькому 

діапазоні. 

Основною силою, від якої залежить ефективність розпилення альгінату в 

даній системі, є не сама подана напруга, а створений за рахунок цієї напруги 

електростатичний потенціал, який можна регулювати, змінюючи відстань від 

кінчика голки до поверхні гелюючого розчину. Дійсно, збільшення відстані при 

максимальній напрузі з 4 см до 6 см приводило до збільшення діаметра 

одержуваних АМС від 500 до близько 1500 мкм. Конус розпилення при цьому 

ставав менш сформованим. Зменшення відстані до 2 см призводило до утворення 

менших за розміром мікросфер, проте вони мали спотворену пласку або 

напівсферичну форму. До того ж відзначалась поява ще однієї, дрібнішої, фракції 

мікросфер діаметром близько 20 мкм. 

Одним із параметрів процесу отримання мікросфер, який можна варіювати, 

є швидкість вивільнення альгінату зі шприца. Застосований в роботі 2 %-й розчин 

альгінату натрію є досить в'язким розчином (~ 250 сп при 25 °С), максимальна 

швидкість вивільнення його зі шприца визначається внутрішнім діаметром голки, 

крізь яку він проходить. Використання голки з внутрішнім діаметром 0,33 мм 

обмежує швидкість вивільнення 2 %-го розчину альгінату 10 мл/год. Було 
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встановлено, що інтервал часу, за який відбувається електророзпилення і 

завершується гелеутворення за швидкості вивільнення альгінату 10 мл/год, не 

перевищує 15 хв. Діаметр отриманих АМС при цьому складає близько 400 мкм за 

максимальної напруги. Зниження швидкості вивільнення альгінату зі шприца до 5 

мл/год не впливає на діаметр одержуваних АМС. Подальше зниження швидкості 

вивільнення альгінату призводить до утворення ще однієї фракції мікросфер, 

менших за розміром. 

Діаметр використаної голки, безперечно, впливає на розмір крапель 

альгінату, а, отже, і на діаметр одержуваних мікросфер, але при формуванні 

крапель альгінату за допомогою електророзпилення і утворення 

електростатичного потенціалу цей вплив нівелюється. Експериментально було 

підтверджено, що внутрішній діаметр голки в нашій системі не впливає істотно на 

розмір одержуваних АМС, а лише визначає максимально можливу швидкість 

вивільнення альгінату зі шприца. Слід зазначити, що великі швидкості 

вивільнення альгінату з шприца можуть негативно впливати на правильне 

вертикальне спрямування конусу розпиленя. Крім того, встановлено, що для 

формування правильного, орієнтованого в напрямку падіння крапель конуса 

розпилення кращими є тупокінцеві голки. Застосування усічених голок 

призводить до викривлення конуса розпилення, в результаті чого формуються 

неоднорідні за формою і розміром мікросфери. 

Було встановлено, що основним параметром, який визначає форму 

одержуваних із застосуванням електророзпилення АМС, є концентрація розчинів 

альгінату натрію і хлористого кальцію, гелеутворювача і гелюючого агента. 

Використання 1,2 %-го альгінату натрію і 2 %-го хлористого кальцію призводило 

до формування АМС неправильної сферичної форми з шорсткою поверхнею (рис. 

3.4.). Підвищення концентрації альгінату натрію приводило до отримання більш 

однорідних за формою гладких мікросфер. Найбільш стабільні мікросфери, які 

характеризувалися правильною сферичною формою і гладкою поверхнею, були 

отримані при використанні 1,8-2,0 %-х розчинів альгінату натрію. Крім того, при 

використанні розчинів альгінату натрію концентрацією 1,5-2,0 % утворювалися 



77 
 

більш щільні і менші за розміром мікросфери, ніж при використанні 1,2 %-го 

альгінату натрію. Ці результати узгоджуються із принципом зовнішнього 

іонотропного формування альгінатного гідрогелю [94] а також із залежністю 

розміру пор отримуваного гелю від концентрації застосованого альгінату [226]. 

Таким чином, у роботі були визначені ключові параметри, від яких залежать 

розмір і форма одержуваних із застосуванням електророзпилення АМС. 

Встановлено, що найбільш істотний вплив на розмір мікросфер чинить 

прикладена напруга, в той час як форма АМС залежить більшою мірою від 

концентрацій речовин, що взаємодіють. Експериментально були встановлені 

значення параметрів, які дозволяють отримувати однорідні сферичні АМС 

заданого розміру за допомогою обраної системи, а саме: прикладена напруга - ≈7 

кВ; відстань від кінчика голки до поверхні гелюючого розчину - 4 см; швидкість 

вивільнення альгінату зі шприца - 10 мл/годину; внутрішній діаметр голки - 0,33 

  
 

  
 

Рис. 3.4. АМС, отримані при взаємодії різних за концентрацією розчинів 

альгінату натрію (1,2 % (А), 1,5 % (Б), 1,8 % (В), 2,0 % (Г)) з 2 % розчином 

хлористого кальцію. Світлова мікроскопія, × 100. 
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мм; форма голки - тупокінцева; концентрація розчину альгінату натрію - 2 %; 

концентрація розчину хлористого кальцію - 2 %.  

 

3.2. Властивості МСК у складі АМС, отриманих із застосуванням 

електророзпилення 

3.2.1. Морфологія і життєздатність МСК у складі АМС 

АМС з інкапсульованими у товщу гідрогелевих матриць-мікросфер 

клітинами одержують в такий же спосіб, як і безклітинні АМС, додаючи у 

вихідний розчин альгінату суспензію клітин. Тобто клітини піддаються усім 

чинникам гелеутворення в обраній системі отримання гідрогелевих мікросфер. Як 

зазначалося раніше, гелювання альгінату відбувається за фізіологічних умов, тому 

процедура отримання АМС, в якій краплі формуються гравітаційно, очікувано не 

впливає на життєздатність та властивості інкапсульованих клітин. Також відомо, 

що застосування прийому розпилення розчину альгінату за допомогою газового 

потоку не чинить істотного негативного впливу на властивості інкапсульованих 

МСК [10]. При застосуванні прийому електророзпилення для формування АМС з 

МСК клітини зазнають впливу додаткових чинників. Це зумовлює необхідність 

дослідження життєздатності клітин та їхніх властивостей після процедури 

інкапсуляції. 

МСК визначені як популяція фібробластоподібних клітин, які в умовах 

моношарового культивування прикріплюються до адгезивної поверхні і 

розпластуються на ній, набуваючи веретеноподібної форми [47]. При переведенні 

МСК в суспензію або при створенні спеціальних умов, які не дозволяють 

клітинам прикріплятися до підложки, вони набувають сферичної форми. 

При взаємодії альгінату з хлористим кальцієм формується прозорий 

гідрогель, який дозволяє стежити за клітинами безпосередньо всередині самих 

АМС. В наших експериментах після повної полімеризації альгінатного гідрогелю 

спостерігались МСК сферичної форми, рівномірно розташовані по всьому об'єму 
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АМС (рис. 3.5.). Клітини не формували кластерів, тобто кожна клітина була 

відокремлена від інших товщею альгінатного гідрогелю. 

Слід окремо звернути увагу на рівномірний розподіл клітин по всьому 

об’єму АМС, який забезпечили обрані нами умови отримання АМС, хоча за 

гіпотезою Bienaime і співавт. [227] по периферії мікросфери повинна 

спостерігатися більша концентрація клітин, особливо в разі збільшення 

концентрації альгінату, за рахунок руху альгінатних ланцюгів до периферії під 

час процесу гелеутворення. 

Класичним методом експрес-оцінки життєздатності клітин є прижиттєве 

забарвлення трипановим синім. Даний метод, загальновживаний для клітинних 

суспензій, виявився непридатним для тестування клітин у складі АМС внаслідок 

викривлень, зумовлених офарбленням альгінатного гідрогелю та перекриванням 

оптичних шарів при світловому мікроскопіюванні.  

Більш прийнятним методом оцінки життєздатності клітин, що знаходяться у 

складі АМС, є комбіноване забарвлення флуоресцентними барвниками ФДА та 

ЕБ в поєднанні з наступною конфокальною скануючою лазерною мікроскопією. 

Ці речовини не офарблюють альгінатний гідрогель і дозволяють оцінити стан 

клітин, не порушуючи цілісності АМС. Як було з’ясовано, майже всі клітини у 

складі АМС, отриманих із застосуванням електророзпилення, демонструють 

зелену флуоресценцію, що свідчить про їхню життєздатність (рис. 3.6.). 

   
Рис. 3.5. МСК, інкапсульовані в АМС, 1 доба культивування in vitro. Прижиттєва 

світлова мікроскопія. 
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 Методом, що дозволяє оцінити і життєздатність, і метаболічний стан клітин, є 

МТТ-тест. Принцип даного тесту грунтується на здатності живих клітин 

відновлювати тетраразолієву сіль МТТ у нерозчинний у воді формазан. 

Утворений формазан накопичується всередині клітин, що дозволяє уникнути 

офарблення альгінатного гідрогеля і змін його оптичних властивостей (рис. 3.7.). 

Початкова, до інкапсуляції у АМС, життєздатність МСК, оцінена за допомогою 

МТТ-тесту, становила 96±2 %. Інкапсуляція МСК у АМС шляхом 

електророзпилення практично не впливала на цю характеристику клітин ‒ 

94±3 %. 

Культивування МСК у складі АМС протягом 7 діб не призводило до змін 

їхньої морфології та до істотного зниження життєздатності, яка становила 

наприкінці терміну спостереження близько 90 %. 

Отримані результати щодо морфології і життєздатності МСК у складі АМС, 

дозволяють зробити висновок, що опрацьовані в даній роботі умови отримання 

мікросфер за допомогою електророзпилення не спричиняють суттєвих негативних 

змін щодо досліджуваних характеристик МСК протягом, щонайменше, семи діб 

культивування. 

 

3.2.2. Вплив інкапсуляції в АМС на метаболічний стан МСК 

  
Рис. 3.6. Життєздатність МСК у складі АМС, забарвлення ФДА/ЕБ. 

Конфокальна скануюча лазерна мікроскопія, ×100. 
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В дослідженнях, проведених раніше на МСК в АМС, отриманих за 

допомогою газового потоку [10], було показано, що інкапсульовані клітини при 

культивуванні у складі мікросфер здатні підтримувати свою життєздатність на 

високому рівні досить тривалий час ‒ не менше 21 доби. Весь цей час МСК 

залишалися округлими і кількість їх не збільшувалася. Було з’ясовано, що це 

інгібування проліферації є оборотним, і після розчинення АМС і повернення 

клітин до умов моношарової культури, вони здатні адгезувати до культурального 

пластику і проліферувати.  

Це спонукало нас до більш глибокого дослідження метаболічного стану 

клітин, що перебувають в товщі альгінатного гідрогеля у складі мікросфер. Задля 

цього проводили оцінку здатності інкапсульованих клітин відновлювати редокс-

індикатори Alamar Blue та МТТ в порівнянні зі спроможністю МСК, що 

знаходяться в умовах моношарової культури. Результати вимірювань 

флуоресценції Alamar Blue з інтервалом в 5 хв протягом 1 год культивування 

показали (рис. 3.8.), що динаміка відновлення АВ клітинами у моношарі і у складі 

АМС має подібний характер: протягом перших 20 хв рівень флуоресценції 

збільшується експоненціально, а потім ‒ лінійно. Однак рівень відновленої форми 

 

 
Рис. 3.7. МСК у складі АМС, МТТ-тест. Світлова мікроскопія. 
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АВ достовірно нижчий при культивуванні МСК у складі АМС в порівнянні з 

МСК в моношарі. Так, вже після перших 5 хв культивування у вигляді моношару 

МСК відновлювали АВ до значень 668±10,2 ВОФ, тоді як клітини у складі АМС 

забезпечували на 24,5 % менший рівень відновленого АВ. В перебігу подальшого 

культивування різниця в накопиченні відновленої форми АВ у відсотковому 

вираженні істотно не змінювалась і становила на 60-й хвилині 24 %. 

З рис.3.9, А видно, що рівень відновлення МТТ за 2 год культивування МСК 

у складі АМС становив лише 0,439±0,011 УОА, що є на 32 % нижчим за показник, 

отриманий при культивуванні МСК у вигляді моношару (0,645±0,023 УОА). Після 

культивування клітин у складі АМС протягом 2 год у присутності АВ (рис. 3.9, Б) 

рівень накопичення його відновленої форми був на 28,3 % нижчим, ніж при 

культивуванні МСК в моношарі (інтенсивність флуоресценції становила 

2530,6±151,7 ВОФ і 3531±96 ВОФ, відповідно). Таким чином, два 

  
Рис. 3.8. Динаміка відновлення Alamar Blue при короткостроковому 

культивуванні МСК у вигляді моношару (■) і складі АМС (♦). 

Примітка: * - Відмінності значущі у порівнянні з моношаровою культурою, 

р ≤ 0,05. 
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незалежні методи показали, що метаболічна активність МСК у складі АМС 

приблизно на 30 % нижча за рівень метаболічної активності клітин в моношарі. 

З огляду на те, що ферменти, які беруть участь у метаболізмі МТТ і АВ, 

головним чином локалізовані в мітохондріях, було доцільно дослідити вплив 

інкапсуляції в АМС на мембранний потенціал мітохондрій (Δψм) МСК. Величину 

Δψм можна оцінити за допомогою катіонного флуоресцентного барвника JC-1, 

який за низьких значень Δψм присутній у формі мономерів і флуоресціює в 

зеленій області спектра, а при високих значеннях Δψм формує J-агрегати, що 

мають флуоресценцію в червоно-оранжевій області. Таким чином, клітини з 

високим Δψм легко відрізнити за наявністю червоно-оранжевої флуоресценції, а 

по співвідношенню інтенсивності флуоресценції в червоно-оранжевій і зеленій 

областях спектру можна оцінити величину мембранного потенціалу мітохондрій. 

На представлених мікрофотографіях видно, що в моношарі розпластані 

МСК характеризуються слабким монотонним світінням в зеленій області спектра 

(рис.3.10, А-Г). Картина флуоресценції в червоно-оранжевій області свідчить про 

велику кількість скупчень J-агрегатів. На суміщеному зображенні видно, що 

популяція клітин у моношарі гетерогенна: в одних клітинах JC-1 присутній  
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Рис. 3.9. Ступінь відновлення редокс-індикаторів MTT (А) і Alamar Blue (Б) 

після 2 год культивування клітин у вигляді моношару і в складі АМС.  

Примітка: * − відмінності значущі (р ≤ 0,05) у порівнянні з моно шаром. 
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Рис. 3.10. Мікрофотографії моношару (А-Г) та інкапсульованих у АМС (Д-Ж) 

МСК, забарвлених JC-1.  

Примітка: А, Д ‒ світлова мікроскопія; Б, Е ‒ флуоресценція λ = 535 нм; В, Є ‒ 

флуоресценція λ = 595 нм; Г, Ж ‒ суміщена мікрофотографія флуоресценції λ = 

535/595 нм. 
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більшою мірою у вигляді J-агрегатів, а в інших ‒ у вигляді мономерів. У складі 

АМС (рис.3.10 Д-Ж) клітини сферичної форми рівномірно флуоресціюють в 

зеленій і червоно-оранжевій областях, причому флуоресценція в зеленій області 

значно більш виражена, ніж в разі клітин у моношарі.  

Мікроскопічне дослідження не дозволяє кількісно оцінити відмінності Δψм 

у МСК, що культивуються у вигляді моношару або у складі АМС, оскільки 

клітини мають різну форму і просторове розташування. У зв'язку з цим вплив 

інкапсуляції МСК у АМС на інтенсивність флуоресценції JC-1 визначали також 

спектрофлуориметричним методом. МСК у моношарі проявляли високу 

інтенсивність флуоресценції в червоно-оранжевій області спектра (λ = 595 нм) ‒ 

0,564±0,020 ВОФ, в зеленій області (λ = 535 нм) інтенсивність флуоресценції 

становила 0,387±0,019 ВОФ (рис. 3.11). МСК у складі АМС демонстрували 
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Рис. 3.11. Інтенсивність флуоресценції JC-1 в МСК, що культивовані у вигляді 

моношару або у складі АМС, при λ = 535 нм (■; низький мембранний потенціал) і 

λ = 595 нм (■; високий мембранний потенціал).  

Примітка: * − відмінності значущі (р ≤ 0,05) у порівнянні з моношаром при 

однакових довжинах хвиль. 
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протилежну картину: в зеленій області визначали 0,566±0,051 ВОФ, що на 46 % 

вище, ніж в моношаровій культурі, а в червоно-оранжевій області ‒ 0,277±0,067 

ВОФ ‒ вдвічі менше, ніж у моношарі. Тобто, для моношарової культури 

переважним є світіння J-агрегатів, що свідчить про високий мембранний 

потенціал більшості клітин, в той час як для клітин у складі АМС більш 

характерний низький мембранний потенціал. 

Таким чином, культивування МСК у складі мікросфер розміром близько 200 

мкм, які утворені із 2 %-го розчину альгінату під дією 2 %-го хлористого кальцію 

із залучення електророзпилення, супроводжується зниженням загальної 

метаболічної активності клітин, дослідженої за допомогою за МТТ- та Alamar 

Blue-тестів, та зниженням мембранного потенціалу мітохондрій, порівняно з 

клітинами у моношаровій культурі. При цьому клітини в АМС перебувають у 

неадгезованому стані, не мають міжклітинних контактів, не спроможні 

проліферувати, однак здатні тривалий час підтримувати свою життєздатність на 

високому рівні. Ми поставили перед собою задачу з’ясувати оборотність змін 

структурно-метаболічного стану клітин після повернення їх до умов 

моношарового культивування на адгезивному пластиці, як раніше це було 

показано для арешту проліферації МСК в АМС, отриманих за допомогою 

газового потоку [10]. 

 

3.2.3. Функціональна активність МСК після вивільнення з АМС 

Однією з переваг альгінатного гідрогелю як матеріалу для інкапсуляції 

клітин у мікросфери є можливість його розчинення в присутності хелатуючих 

агентів і вивільнення клітин. Це надає можливість дослідити сталість змін 

метаболічного стану клітин, що були виявлені після інкапсуляції. 

Після розчинення АМС і переведення МСК в умови моношарового 

культивування 85±4 % клітин були здатні прикріплюватися до культурального 

пластику, вони вступали у стадію активної проліферації і на третю добу 

культивування МСК формували суцільний рівномірний моношар. (рис.3.12). 
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Про відновлення як проліферативної, так і метаболічної активності після 

вивільнення з АМС свідчило збільшення інтенсивності флуоресценції відновленої 

форми Alamar Blue в перебігу культивування: після першої доби моношарового 

культивування клітини, що попередньо були інкапсульовані у АМС, 

відновлювали АВ до значення 1531,72±160,30 УОФ, на 7-му добу цей показник 

зростав вчетверо до 5765,68±122,39 УОФ (рис. 3.13). Таку ж саму динаміку 

виявляли і контрольні культури клітин, що не піддавалися інкапсуляції: 

 

 

Рис. 3.12. Культура МСК, вивільнених з АМС і переведених в умови 

моношарового культивування, на 1-у (А) і 3-у (Б) добу після посіву. Прижиттєва 

світлова мікроскопія. 
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1396,40±186,56 УОФ на першу добу та 5978,33±199,85 УОФ на 7-му добу 

культивування. 

Як було зазначено вище, інкапсуляція клітин в АМС призводить до 

зворотнього блокування їх проліферації, збереженню клітинами сферичної форми 

і зниження метаболічної активності, однак при використанні модельної 

тривимірної конструкції на основі скелета морської губки Ianthella basta не було 

відзначено подібних впливів. Так, клітини, заселені в носії, прикріплялися до 

стінок і розпластувалися на них, набуваючи фібробластоподібної морфології. 

Через 7 діб культивування спостерігалося поступове заповнення пор носія 

клітинами від периферії до центру (рис. 3.14). При цьому, культивування клітин 

на тривимірній матриці протягом 7 діб супроводжувалося активною їх 

проліферацією, без помітного блокування метаболічної активності, про що 

свідчить збільшення показника АВ після 7 діб культивування (рис. 3.15). 

Таким чином, демінералізовані носії зі скелетів морської губки Ianthella 

basta, що є біосумісним матеріалом, забезпечують активний ріст МСК, що 

 

Рис. 3.13. Відновлення Alamar Blue при моношаровому культивуванні 

контрольних культур МСК, що не піддавалися інкапсуляції (■), та культур клітин 

після інкапсуляції та вивільнення з АМС (■). 
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заповнюють пори, без помітного блокування проліферації та зниження 

метаболічної активності. При цьому, клітини характеризувалися 

 

 

Рис. 3.15. Відновлення Alamar Blue при культивуванні культур МСК на носіях 

Ianthella basta на 1-шу та 7-му добу.  

Примітка: * - Відмінності значущі в порівнянні до 1-ї доби культивування, 

р ≤ 0,05. 

 

 

 

Рис. 3.14. МСК, після 7 діб культивування на скелетах морської губки Ianthella 

basta. Світлова мікроскопія, ×250. 
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фібробластоподібних морфологією після заселення. У зв'язку з цим, можна 

зробити висновок, що на поведінку клітин в АМС впливає як сам альгінат  

(відсутність сайтів адгезії), а так само просторове формувати альгінатного 

гідрогелю навколо сферичних клітки. 

Таким чином, зміни стану МСК після інкапсуляції в АМС із застосуванням 

електророзпиленя (арешт проліферації, зниження метаболічної активності) мають 

оборотний характер і відновлюються після повернення у стандартні умови 

моношарового культивування.  

 

 

Рис. 3.16. Індикація вступу МСК, що не були піддані інкапсуляції (А) та після 

вилучення їх з АМС (Б), до індукованого адипогенного диференціювання. 

Забарвлення Oil Red O. 
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Відмінною властивістю МСК є їхня здатність до індукованого мультилінійного 

диференціювання. Умови інкапсуляції в АМС та подальшого вивільнення МСК з 

них можуть бути визнані відповідними тільки у тому випадку, якщо підтверджена 

наявність цієї здатності. Для цього МСК після вилучення з АМС і переведення в 

умови моношарового культивування піддавали дії індукторів диференціювання в 

адипогенному та остеогенному напрямках. Як видно з рис. 3.16, клітини в 

перебігу культивування в адипогенному середовищі набували округлу форму і 

 

Рис. 3.17. Індикація вступу МСК, що не були піддані інкапсуляції (А) та МСК 

після вилучення з АМС (Б), до індукованого остеогенного диференціювання. 

Забарвлення Alizarin Red S. 
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накопичували внутрішньоклітинні ліпіди у вигляді характерних крапель, що 

забарвлювалися барвником Oil Red O в рожево-червоний колір. За формою і 

інтенсивністю забарвлення вивільнені з АМС клітини практично не відрізнялися 

від контрольних, що не піддавалися інкапсуляції в АМС. 

Також була показана здатність МСК після інкапсуляції вступати до 

диференціювання в остеогенному напрямку (рис. 3.17). При культивуванні МСК в 

остеогенному середовищі спостерігалася поява клітин різної морфології: від 

типових веретеноподібних до полігональних, сильно розпластаних клітин з 

декількома відростками, - на відміну від контрольної культури, де клітини 

зберігали фібробластоподібну морфологію. Забарвлення індукованих культур за 

допомогою Alizarin Red S в червоний колір свідчило про накопичення кальцію. 

При культивуванні досліджуваних клітин у середовищах без індукторів 

утворення та накопичення продуктів диференціювання не спостерігались. 

Здатність вивільнених з АМС МСК до спрямованого диференціювання в умовах 

моношарового культивування свідчила на користь їхньої специфічної 

функціональної повноцінності, а саме наявності адипо- та остеогенного 

потенціалів. 

Насьогодні існує цілий ряд методів, що дозволяють здійснювати 

інкапсуляцію в АМС, до яких відносяться метод з використанням потоку повітря 

[228, 229], мікросоплової решітки [230], метод електророзпилення [231, 232], 

вібраційний метод [233] та інщі [234], ряд з них вже мають свою реалізацію у 

вигляді готових приладів (NovaMatrix/FMC BioPolymer, Швейцарія, BUCHI 

Labortechnik AG, Швейцарія та NISCO Engineering AG, Швейцарія). Але 

комерційно доступні пристрої для інкапсуляції є дорогими і не завжди придатні 

для формування у стерильних умовах полімерних мікросфер, що містять живі 

клітини [188]. Крім того, застосування далеко не всіх методів гарантує 

відтворювану генерацію сферичних АМС сталої форми з вузьким розподілом за 

розмірами та структурною цілісністю, що є вельми важливим при застосуванні 

АМС in vivo. Результати даної работи показали, що однорідні сферичні АМС з 

діаметром 200 або 300 мкм (±7 %), можуть бути отримані із 2,0 %-го розчину 
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альгіната низької в'язкості із застосуванням електророзпилення, чого 

проблематично було досягти при використанні інших підходів або відносно 

низької напруги у випадку електророзпилення (Таблиця 3.1) [231].  

 

Таблиця 3.1. Характеристика деяких широко використовуваних способів 

інкапсуляції. 

Спосіб інкапсуляції Розмір АМС, 

мкм 

Розподіл за 

розміром, % 

Однорідність за 

формою та розміром 

Електророзпилення 

(висока напруга)  
100-200 >10 Так 

Потік повітря  200-350 <10 Так 

Струменевий метод  50-100 <10 Ні 

Метод з використанням 

соплової решітки 
100-300 >20 Ні 

 

Можливість отримання АМС розміром близько 100 мкм з вузьким 

розподілом за розмірами була показана Zhang та He при застосуванні досить 

низької напруги, не більше 2 кВ, при відстані до гелюючого розчину 5,5 мм [186]. 

Однак застосування такої напруги при такій відстані до гелюючого розчину 

створює електричне поле з досить високою напруженістю близько 3 кВ/см, що 

може впливати на весь процес інкапсуляції (наприклад, викривлення конусу 

розпилення, електростатичне перемішування гелюючого розчину та ін.). У даній 

роботі розроблена і запатентована система для інкапсуляції із використанням 

більш високої напруги із напруженістю електричного поля не вище 2 кВ/см, яка 

дозволила досягти стабільного і відтворюваного формування АМС.  

У порівнянні з іншими підходами висока напруга досить рідко 

застосовується для інкапсуляції живих клітин. Тому на першому етапі роботи 

була поставлена задача встановити, наскільки висока напруга здатна 

забезпечувати розмір одержуваних АМС з вузьким розподілом, уникаючи при 

цьому пошкодження структури. Також був досліджений вплив такої напруги на 

життєздатність та функціональні характеристики МСК у складі АМС при 

культивуванні. Було з’ясовано, що застосування високої напруги при утворенні 

мікросфер з клітинами не впливає на життєздатність клітин: МСК, інкапсульовані 
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у 2,0 %-й розчин альгінату із застосуванням електророзпилення, залишаються 

життєздатними по всьому об’єму АМС як безпосередньо після формування 

мікросфер, так і при подальшому культивуванні в АМС впродовж 5 діб.  

Інкапсульовані у гідрогелеві АМС клітини залишаються життєздатними, 

проте не проліферують, що виходить з результатів Alamar Вlue-теста та 

візуального спостереження. У роботі Nicola C. Hunt і співавт. [200] зупинка 

проліферації фібробластів в АМС була додатково підтверджена відсутністю 

експресії PCNA (ядерний антиген проліферації клітин) у ядрах. Така зупинка 

проліферації є оборотною, і після вивільнення МСК з АМС була 

продемонстрована нормальна їх мітотична активність. Це спостереження є 

особливо важливим з точки зору використання інкапсульованих клітин для 

замісної терапії пошкоджених тканин. Показано, що in vitro та in vivo структура 

альгінатного гідрогелю з часом руйнується внаслідок вимивання кальцію з 

поперечних зв'язків [3], це приводить до вивільнення інкапсульованих клітин і, 

отже, відновлення їхньої проліферації.  

Відомо, що поведінка клітин у тканиноінженерних конструкціях певною 

мірою регулюється механічними властивостями підложки [235], [236], а 

альгінатний гель, сформований із різних за концентрацією розчинів 

гелеутворювача, має різні механічні властивості [79]. Авторами робіт [237, 238] 

було висловлене припущення, що альгінатний гідрогель може впливати на 

життєздатність та проліферацію клітин або за рахунок вивільнення досить 

активних ионів кальцію, або внаслідок присутності вільних мономерів альгінату у 

середовищі. Але ніяких відмінностей у життєздатності та рості моношару МСК, 

що культивували у присутності або за відсутності надлишку іонів кальцію та 

альгінату, не спостерігалося [237, 238]. Таким чином, безпосередня присутність 

кальцію та альгінату не несе відповідальності за відсутність проліферації клітин. 

Про це свідчить і оборотність зупинки проліферації, виявлена в нашій роботі. 

Тому цілком ймовірно, що відсутність мітотичної активністі інкапсульованих у 

АМС МСК обумовлена механічною ізоляцією клітин одна від одної шарами 

альгінатного гідрогелю. Ця механічна ізоляція перешкоджає взаємодії між 
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клітинами по типу «клітина-клітина», яка, як відомо, модулює зростання та 

мітотичну активність клітин у моношарі [239].  

З таким поясненням перебігу подій узгоджується той факт, що більшість 

фібробластів у товщі екстраклітинного матриксу м'яких тканин, таких як дерма 

шкіри, не експресують PCNA і, таким чином, знаходяться у стані «спокою» до 

моменту пошкодження тканини і руйнування їхього механічного каркасу [240]. У 

роботах [241, 242] було показано, що утворений з 2,0 %-го розчину альгінату 

гідрогель досить точно та ефективно моделює екстраклітинний матрикс м'яких 

тканин, дозволяючи дифундувати поживним речовинам, вивільнятися продуктам 

метаболізму та сигнальним молекулам, щоб підтримувати життєздатність клітин 

різних типів у складі АМС.  

Підхід, який був застосований у даній роботі для інкапсуляції МСК, 

забезпечував перебування клітин у гелі як дискретних одиниць у каркасі, 

запобігаючи при цьому утворенню міжклітинних контактів. Це, ймовірно, також 

зумовило збереженість життєздатності клітин на високому рівні протягом 

культивування. Імобілізація та ізоляція клітин можуть бути відповідальними і за 

зниження їхньої метаболічної активності у порівнянні до клітин у моношарі, на 

користь чого свідчать дані роботи [240], де культивування клітин у присутності 

альгінату, цитрату натрію та хлориду кальцію не змінювало їхньої метаболічної 

активності. Окрім того, зниження метаболічної активності МСК у складі АМС 

може зумовлюватися і такими чинниками, як відсутність адгезії та проліферації, 

механічний тиск, сприятливі умови для утримання клітин у стані спокою та ін. 

Проте для більш детального вирішення даного питання необхідне проведення 

цілеспрямованих додаткових досліджень. 

Дослідження проліферації, метаболічної активності та диференціювальних 

властивостей МСК після вивільнення з АМС показали, що визначена процедура 

інкапсуляціїї з використанням високої напруги не чинить негативного впливу на 

ці характеристики МСК.  

 

Матеріали розділу 3 опубліковані в роботах [243–248]. 
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РОЗДІЛ 4. КРІОКОНСЕРВУВАННЯ МСК У СКЛАДІ АМС 

 

Важливість тривалого збереження стовбурових/прогеніторних клітин у 

формах, які б забезпечували максимально швидке їхнє використання після 

деконсервації, є незаперечною для розвитку цілої ланки сфер людської діяльності. 

Загальновживаним підходом для довгострокового зберігання МСК є 

кріоконсервування суспензій клітин, яке включає повільне заморожування під 

захистом кріопротектора ДМСО у концентрації 5-10 % з подальшим зануренням у 

рідкий азот. Застосування у сучасній лабораторній та клінічній практиках МСК, 

інкапсульованих в АМС, потребує розробки способів їхнього довгострокового 

зберігання і транспортування: технології, розроблені для клітинних суспензій, 

можуть бути непридатними для клітин, інкапсульованих в АМС, де просторова 

організація альгінатного гідрогелю є додатковим чинником, що впливає на 

дифузію і перерозподіл речовин у системі «клітина-навколишнє середовище». 

Раніше, в нашій лабораторії було показано, що програмне повільне двоетапне 

заморожування з швидкістю 1 град/хв на першому етапі у присутності ДМСО 

забезпечує високу збереженість МСК в АМС тільки при умові залучення ініціації 

кристалоутворення та за використання в кріозахисному розчині не менше 10 % 

ДМСО [187]. Кріоконсервовані таким чином МСК у складі АМС зберігали високу 

життєздатність, метаболічну активність та здатність до мультилінійного 

індукованого диференціювання і не мали відмінностей за досліджуваними 

показниками від МСК, кріоконсервованими у вигляді клітинної суспензії. 

Відмінність за розміром АМС, застосованих у попередніх дослідженнях, від 

гідрогелевих мікросфер, отриманих в даній роботі за допомогою 

електророзпилення, зумовила необхідність проведення нами наступних 

досліджень щодо кріоконсервування АМС з МСК. В цих дослідженнях нами була 

здійснена спроба залучити попереднє теоретичне обгрунтування і математичний 

розрахунок до вибору найбільш ефективного режиму заморожування для даного 

конкретного об'єкта. Окрім того, ми намагалися отримати високі показники 

збереженості клітин за меншої концентрації кріопротектора.  
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З урахуванням вищезазначеного у даній роботі була досліджена осмотична 

реакція МСК в суспензії та у складі АМС в перебігу експозиції їх в 1М-му розчині 

ДМСО, здійснені теоретичне моделювання процесів дегідратації клітин при 

різних режимах заморожування і порівняння результатів моделювання з 

експериментально отриманими результатами. 

 

4.1. Визначення осмотичної поведінки МСК в розчині кріопротектора 

та при охолодженні з різними швидкостями 

Проникність плазматичних мембран для молекул води і для кріопротекторів 

- найважливіші з точки зору кріобіології характеристики клітин, що визначають 

їхню осмотичну поведінку в процесі кріоконсервування, а в підсумку ‒ 

збереженість після відігрівання і перенесення у фізіологічні умови. Тому 

визначення коефіцієнтів проникності мембран клітин для речовин, кріозахисні 

властивості яких вивчаються, є необхідним етапом кріобіологічних досліджень. 

У даній роботі було проведене дослідження осмотичної реакції МСК у 

вигляді суспензії та у складі АМС на 1 М розчин ДМСО, що містив ізотонічну 

концентрацію хлористого натрію, за температури 22 °С. На серії представлених 

мікрофотографій простежується динаміка змін МСК при експозиції з 

кріопротектором (рис. 4.1). Видно, що осмотична реакція МСК (швидка 

дегідратація та подальша повільна регідратація) як у вигляді суспензії, так і у 

складі АМС повністю завершувалася до 5-ї хвилини експозиції і не 

супроводжувалася помітними порушеннями клітинної структури. При цьому 

дегідратація МСК у складі АМС відбувалась більш повільно й плавно за часом, 

тоді як МСК у вигляді суспензії досить швидко реагували на додавання 

кріопротектора. 

На рис. 4.2. наведені результати експериментально визначеного відносного 

об’єму МСК у різні моменти періоду перебування клітин в 1 М розчині ДМСО, а 

також отримані на їхній основі теоретичні криві залежності зміни клітинного 

об’єму від тривалості контакту з кріопротектором. Видно, що у складі АМС 

дегідратація клітин менш виражена, ніж у суспензії. Ймовірно, більш повільна 
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реакція МСК у складі АМС є наслідком перешкоджання вільній дифузії 

кріопротектора у товщі альгінатного гідрогелю, а також додаткового розведення 

кріопротектора за рахунок об’єму утримуваної всередині АМС води.  

Теоретичний розрахунок з використанням фізико-математичної моделі 

показав, що теоретична крива коректно описує експериментальні дані при 

 0 хв   25 хв 
 

151 хв   344 хв 
 

 0 хв   26 хв 
 

133 хв   321 хв 
 

Рис. 4.1. Осмотична реакція МСК у вигляді суспензії (А-Г) та у складі АМС (Д-Ж) 

при експозиції у 1 М розчині ДМСО.  

Примітка: Цифри - час експозиції у хвилинах; Світлова мікроскопія, ×250. 
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коефіцієнтах проникності мембран МСК для молекул води (Lp) і ДМСО (K1) в 

суспензії  
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Таким чином можна зробити висновок, що швидкість проникнення води і 

ДМСО крізь мембрани інкапсульованих у АМС МСК менша, ніж крізь мембрани 

клітин у вигляді суспензії.  

 

Рис. 4.2. Осмотична реакція МСК на контакт з 1 М розчином ДМСО: 

експериментальні значення (○) та теоретична крива (───) для МСК у вигляді 

суспензії, експериментальні значення (●) та теоретична крива (─ ─ ─) для МСК у 

складі АМС. 
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Підставляючи отримані коефіцієнти проникності до фізико-математичної 

моделі, яка описує кінетику зміни відносного об'єму МСК в процесі позаклітинної 

кристалізації суспензії [249–251], можна спрогнозувати ступінь зневоднення 

клітин в залежності від швидкості охолодження. З рис. 4.3. видно, що 

прогнозоване зневоднення клітин, які заморожувалися з швидкостями від 0,5 до 

20 град/хв, при -40 °С (точка зупинки в обраному режимі заморожування) є 

різним. Так, за швидкості охолодження 0,5 град/хв розрахований відносний об’єм 

МСК в суспензії дорівнював 0,49, а у складі АМС - 0,57; за швидкості 1 град/хв - 

0,62 і 0,74, відповідно. За високих швидкостей охолодження відносний об’єм 

клітин досягав 0,96 (швидкість охолодження МСК у суспензії 10 град/хв) та 0,99 

(швидкість охолодження МСК в АМС 20 град/хв). 

Таким чином, було визначено, що заморожування МСК до -40 °С в 

присутності 1 М ДМСО зі швидкостями 0,5 і 1 град/хв забезпечує достатню їхню 

дегідратацію для запобігання ушкоджень, що пов'язані з внутрішньоклітинною 

кристалізацією. Осмотична реакція МСК у складі АМС більш повільна в 

 

Рис. 4.3. Прогнозована динаміка зміни об’єму МСК в суспензії (───) і у складі 

АМС (─ ─ ─) в присутності 1 М ДМСО при швидкостях охолодження 0,5 (─), 1 

(─), 10 (─) і 20 (─) °С/хв.  



101 
 

порівнянні з клітинами в суспензії, що може мати наслідком недостатню 

дегідратацію клітин в процесі заморожування. 

 

4.2. Вплив швидкості охолодження на збереженість інкапсульованих 

МСК при кріоконсервуванні під захистом 1 М ДМСО 

Задля перевірки результатів попереднього прогнозу були проведені 

експерименти по заморожуванню МСК у вигляді суспензії та в складі АМС у 

кріозахисному середовищі з 1 М ДМСО з різними швидкостями охолодження 

(0,5, 1, 10 і 20 град/хв). Швидке охолодження зразків зі швидкостями 10 і 20 

град/хв призводило до загибелі близько 80 % клітин, як у вигляді суспензії, так і у 

складі АМС (рис. 4.4.).  

Слід зазначити, що за швидкості охолодження 10 град/хв життєздатність 

кріоконсервованих клітин у складі АМС була дещо вищою, ніж МСК у вигляді 

суспензії, на відміну від швидкості охолодження 20 град/хв, при якій 

відмінностей між групами не спостерігалося. Можливо, це пов'язано із захисною 

 

 
 

Рис. 4.4. Життєздатність МСК в суспензії () та інкапсульованих в АМС () після 

кріоконсервування в присутності 1 М ДМСО за різних швидкостей охолодження. 

Примітки: * − відмінності значущі (р ≤ 0,05) у порівнянні зі швидкістю 1 °С/хв.; 

# − відмінності значущі (р ≤ 0,05) у порівнянні з суспензією МСК. 
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дією альгінатного гідрогелю, яка проявляється за такої швидкості охолодження 

[189, 252].  

Крім того, за високих швидкостей охолодження мали місце порушення 

цілісності АМС і наявність в деконсервованих зразках фрагментів зруйнованого 

альгінатного гідрогелю та структурних компонентів клітин. Загибель більшої 

частини клітин за високих швидкостей охолодження, ймовірно, пояснюється 

формуванням внутрішньоклітинних кристалів льоду внаслідок зменшення часу 

дегідратації клітин. 

Після кріоконсервування, що відбувалося з низькими швидкостями 

охолодження 0,5 і 1 град/хв, не було виявлено порушень цілісності АМС, а 

життєздатність клітин становила не менше 75 %. Максимальні значення 

життєздатності 88±4 % були отримані після кріоконсервування МСК у вигляді 

суспензії зі швидкістю охолодження 1 град/хв. Життєздатність клітин після 

кріоконсервування за цією програмою у складі АМС була дещо нижчою і 

складала 81±4 %. Однакові значення життєздатності МСК, кріоконсервованих у 

вигляді суспензії і у складі АМС, були отримані при зниженні швидкості 

охолодження до 0,5 град/хв.  

У підсумку, експериментальні дані підтвердили теоретичні висновки, що 

альгінатний гідрогель уповільнює дегідратацію і обмежує перенесення ДМСО у 

клітину. Найбільш простим і доступним способом подолання цього обмеження є 

зниження швидкості охолодження зразка. Той факт, що після кріоконсервування 

МСК у вигляді суспензії зі швидкістю охолодження 0,5 град/хв життєздатність 

клітин була дещо нижчою максимальних значень, отриманих при охолодженні зі 

швидкістю 1 град/хв, пояснюється, ймовірно, токсичною дією ДМСО, що 

проявляється при довгій експозиції з ним клітин.  

Отримані результати свідчать про те, що використання низьких швидкостей 

охолодження при кріоконсервуванні МСК у складі АМС під захистом 1 М ДМСО 

дозволяє досягти вищих показників життєздатності деконсервованих клітин. 

Заморожування МСК до -40 °С зі швидкостями 0,5 і 1 град/хв забезпечує 

достатню їхню дегідратацію для запобігання ушкоджень, пов'язаних із 
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внутрішньоклітинною кристалізацією. З’ясовано, крім того, що осмотична реакція 

МСК у складі АМС на перебування у розчині з кріопротектором більш повільна в 

порівнянні з клітинами у вигляді суспензії. Експериментально отримані дані 

підтвердили попередні прогнози, зроблені на основі теоретичних розрахунків, що 

кріоконсервування зі швидкостями охолодження 0,5 і 1 град/хв дозволить 

зменшити негативні прояви особливостей процесу дегідратації МСК, які 

перебувають у товщі альгінатного гідрогелю.  

 

Результати даного дослідження показали, що за умов змінення наведеним 

вище чином параметрів на етапах кріоконсервування є можливим досягти високих 

значень показників життєздатності МСК після заморожування і відігрівання в 

присутності ДМСО у концентрації 1 М. Значення життєздатності 

неінкапсульованих клітин були дещо вищі у порівнянні до інкапсульованих після 

розморожування. При цьому слід брати до уваги, що додаткове розчинення АМС 

може призвести до незначної втрати клітин, зниження показника їх 

життездатності та додаткового осмотичного стресу. 

Мультипотентные стромальные клітини, отримані насамперед з тканин 

дорослої людини, мають великий потенціал щодо застосування у якості клітинної 

складової для регенеративної медицині. У даному дослідженні були використані 

МСК, отримані з дерми дорослої людини, з метою поліпшення їх життєздатності 

та цілісності після криоконсервування. Спочатку було висунуто припущення, що 

додаткова інкапсуляція цих клітин в альгінатних гідрогель разом з оптимізацією 

параметрів заморожування, такими як концентрація ДМСО та час утримання 

клітин з ним, може поліпшити виживання клітин після відігрівання. У разі 

кріоконсервування неінкапсульованих клітин, отриманих з різних видів та 

джерел, високого збереження після кріоконсервування можно досягти шляхом 

зниження концентрації цитотоксичних агентів. У багатьох роботах було 

продемонстровано можливість зниження концентрації ДМСО шляхом 

використанням додаткових агентів, таких як спирти (поліетиленгліколь, 

пропіленгліколь) та цукрів (трегалоза, сахароза), тоді як концентрація 
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використаної сироватки варіювала від 15 до 90 % [171, 253]. Хоча 

кріоконсервування інкапсульованих у альгінатний гідрогель клітин можлива в 

умовах менш цитотоксичних агентів, інформація щодо впливу концентрації 

ДМСО та интервалу інкубації з ним на результати криоконсервування 

інкапсульованих у АМС МСК є ще обмеженою [11, 254, 255]. 

У роботі Sambu та ін. [256] було показано, що цілісність мембран ЕСК миші 

зазнавала впливу від часу інкубації клітин з ДМСО. Цікаво, що у даній роботі 

було встановлено, що перебування клітин у складі альгінатного гідрогелю під час 

інкубації з ДМСО призводить до уповільненя його проникнення у клітини, що 

бесперечно впливає на інтервал інкубації із кріопротектором, знижуючи його 

цитотоксичний вплив. Проте, ДМСО є токсичною речовиною для клітин [164] та 

його дія може результатом за умови тривалого впливу на инкапсульовані у АМС 

клітини, адже ДМСО є невеликою молекулою і може вільно дифузувати 

всередину пористої структури альгінату до інкапсулірованих клітин [256]. У свою 

чергу, підвищений градієнт концентрації прискорює дифузію молекул, що 

призводить до захисного впливу альгінату при коротших термінах інкубації, тоді 

як токсичний вплив ДМСО стає більш вираженим при більш тривалій інкубації. 

Це може слугувати у якості підтвердження отриманих у даній роботі даних, де 

максимальний відсоток клітин був виявлений за оптимальної швидкості 

охолодження (1 °С/хв). Більш повільне охолодження (0,5 °С/хв) мало сприяти 

збереженню клітин, проте за результатами досліджень призводило до зниження 

життездатних клітин після відігріву, що може бути результатом загибелі частини 

клітин ще на етапі більш тривалої інкубації. Хоча застосування різноманітних 

носіїв, доповнювачів та середовищ для криоконсервування клітин у складі 

тривимірних структур з використанням ДМСО запропоновується по всьому світу 

з метою впровадження "золотого стандарту", існує лише декілька досліджень, 

спрямованих на розробку відповідної моделі дифузії ДМСО крізь гелеподібні 

структури [256, 257]. 

Структура альгінатних мікросіер може бути змінена концентрацією ДМСО 

та інтервалами інкубації з ним, що безперечно призведе до різної реакції 
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альгінатних мікросфер на кріоконсервування та відігрівання. Крім того, 

температура формування кристалів льоду, що є важливим параметро для 

досягнення оптимального результату кріоконсервування [258], також може 

істотно відрізнятися. Температура утворення кристалів позаклітинного льоду під 

час заморожування інкапсульованих у альгінатні мікросфери клітин може суттєво 

вплинути на загальний результат кріоконсервування, тоді як температура 

утворення кристалів льоду може додатково залежати й від часу інкубації з ДМСО. 

Відповідно до цього припущення нещодавно було опубліковано результати 

аналізу впливу температури утворення кристалів льоду на життєздатність та 

метаболічну активність інкапсульованих у альгінатні мікросфери МСК [259]. 

Крім того, було показано, що більш високі температури утворення льоду (-

12,8 °С) порушували структуру альгінатних мікросфер після відігрівання. Це 

може бути пов'язано з пошкодженнями, спричиненими за рахунок утворення 

кристалів льоду та/або рекристалізації льоду у процессі відігрівання. При цьому, 

слід зазначити, протоколи заморожування-відігрівання, що зазвичай 

використовуеться для криомікроскопічних аналізів, включають заморожування до 

20 °С, після чого проводится періоду інкубації при цій температурі впродовж 5 хв, 

під час якої і спостерігається рекристалізація утворених кристалів льоду. Це 

відрізняється від загальновживаних експериментів та практик кріоконсервування 

(заморожування до ~ 80 °С) і може пояснюватися необхідністю в розробці менш 

трудомісткого та актуального протоколу, який дозволив би зберегти умови 

повільного заморожування, при цьому здатний відобразити етап рекристалізації 

льоду при відігріванні. 

Зниження життєздатності інкапсульованих МСК може бути результатом 

достатньо високої чутливості клітин на більш пізніх пасажах під час 

кріоконсервування та/або структура альгінатного гідрогелю не може запобігти 

кріоушкодженням у складі тривимірної структури за не оптимальних умов. Ефект 

останнього можна звести до мінімуму шляхом: дослідження структурних змін 

альгінатних мікросфер використовуючи диференційовальну скануючу 

калориметрією, що є потужним інструментом для вивчення структурних змін 
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полісахаридів [260, 261] при заморожуванні/розморожуванні, та вивчення ефекту 

температури утворення льоду на життєздатність інкапсульованих клітин після 

відігрівання, використовуючи визначену та оптимізовану температуру утворення 

льоду.  

Було показано, що інкапсуляція МСК, отриманих зі звичайної мавпи 

Callithrix jacchus, у альгінатні мікросфери, що імітують позаклітинну матрицю і 

створюють сприятливе середовище для клітин під час кріоконсервування, має 

кілька переваг перед замороженням клітин у суспензії [262]. У цьому дослідженні 

було проаналізувано вплив ДМСО за різних концентраціяй (2,5-10 %) та часу 

попередньої інкубації МСК, інкапсульовані у альгінатні мікросфери шляхом 

електророзпилення, де час інкубації складав 0-45 хв. При цьому, використовували 

повільну швидкість охолодження (1 °С/хв) з подальшим визначенням впливу 

заморожування на життєздатність та метаболічну активність клітин. У наведеній 

роботі було встановлено, що ці параметри впливають на стабільність та 

однорідність альгінатних мікросфер після відігрівання. Крім того, МСК можуть 

бути заморожені в альгінатних мікросферах за нижчої концентрації ДМСО 7,5 % з 

періодом інкубації 30 хвилин, при цьому зберігаючи високі показники 

збереженності клітин. Цитоване дослідження підтверджує отриманні у даній 

дисертаційній роботі результати та припущення щодо можливості зберігання 

високих показників збереженності МСК за менш цитотоксичних умов та 

оптимізованих параметрів кріоконсервування тривимірних конструкцій. Таким 

чином, результати нашого дослідження з використання більш точного та 

обгрунтованого математичного моделювання є ще одним кроком вперед у 

напрямку застосування кріоконсервування для тривалого зберігання та 

подальшого застосування трансплантатів в клітинній терапії. 

В дослідженнях Raghavan C. і співавт., де проводилась більш детальна 

оцінка МСК, відігрітих відразу після повільного заморожування до -60°C, були 

виявлені пошкодження, які відбуваються під час повільної фази охолодження, 

відповідно до класичних протоколів кріоконсервування. В цих експериментах 

доведена важливість захисту МСК за умов повільного охолодження і 
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підтверджена висока чутливість МСК до швидкості заморожування, а саме: 

підвищення швидкості охолодження лише на 1°С (з 1°С/хв до 2°С/хв) призводило 

до різкого збільшення кількості апоптозних клітин [263]. У даних роботах також 

було зроблено припущення, що апоптична програма у МСК запускається вже під 

час повільної фази охолодження. Це припущення підтримує висновки Carvalho 

K.A.T. і співавт. [264], які продемонстрували прогресуючу втрату життєздатності 

МСК при збільшені швидкості охолодження у ряді -3°С/хв, -5°С/хв, -10°С/хв. 

Таким чином, отримані при виконанні даного фрагменту дисертації 

результати відповідають сучасній точці зору відносно використання можливих 

підходів для поліпшення результатів кріоконсервування МСК. 

 

Матеріали розділу 4 опубліковані в роботах [247, 265–267]. 
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РОЗДІЛ 5. ГІПОТЕРМІЧНЕ ТА НОРМОТЕРМІЧНЕ ЗБЕРІГАННЯ МСК У 

СКЛАДІ АМС ПРИ ПОЗИТИВНИХ ТЕМПЕРАТУРАХ 

 

Процесс застосування кріоконсервованих клітин в будь-якій області, як 

правило, окрім безпосередньо заморожування-відгіріву, містить технологічні 

етапи короткострокового зберігання, транспортування, тощо. Невідповідні умови 

перебігу цих етапів можуть значно погіршити кінцевий результат консервування 

МСК аж до фатального. Тому, на наш погляд, вибір умов утримання клітин на 

таких етапах заслуговує на окрему увагу дослідників. 

Для короткострокового зберігання і транспортування клітин широко 

застосовують позитивні температури нижчі за фізіологічні, властиві 

теплокровним тваринам. Саме температура, а також склад середовища зберігання 

є основними параметрами, що варіюються дослідниками. Інкапсуляція клітин в 

АМС надає можливість залучити до аналізу ще один параметр, а саме ‒ 

просторове розташування клітин у середовищі. Природна седиментація у 

дисперсійній системі, яку являє собою суспензія клітин, призводить з часом до 

ситуації, коли окремі клітини знаходяться в різних умовах, що значно погіршує 

контрольованість та прогнозованість результатів зберігання. Цю обставину можна 

усунути шляхом постійного перемішування клітинної суспензії, підвищення 

в'язкості середовища зберігання або, що викликало в нас найбільший інтерес, 

формування певного оточення клітин за допомогою їх інкапсуляції у АМС. 

Таким чином, метою даного дослідження було порівняльне вивчення 

структурно-функціонального стану і здатності до індукованого диференціювання 

МСК, що зберігалися за позитивних температур у вигляді клітинних суспензій або 

у складі АМС. 

 

5.1. Зберігання МСК у культуральному середовищі за 37, 22 і 4 °С 

МСК дерми людини у вигляді суспензії і інкапсульовані у АМС 

витримували за нормо- та гіпотермічних умов протягом 1-3 діб в герметично 

закритих пробірках у культуральному середовищі, призначення якого 
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максимальним чином забезпечувати життєдіяльність МСК за умов моношарового 

культивування. Слід зауважити, що поведінка МСК в умовах моношарового 

культивування, а саме проліферативна активність клітин, є однією з визначальних 

ознак МСК. 

Проведений на першому етапі дослідження візуальний контроль за станом 

суспензій МСК показав, що при зберіганні їх в гіпотермічних умовах (4 °С) після 

1-ї доби відбувалася седиментація клітин з утворенням рухливого осаду, 

щільність якого до 3-ї доби у деякій мірі збільшувалася, однак при легкому 

струшуванні пробірки з нього утворювалася гомогенна клітинна суспензія. Колір 

культурального середовища, що відображає pH, протягом 3 діб за 4 °С не 

змінювався. 

Експонування суспензій МСК протягом 3 діб в умовах помірної гіпотермії 

за 22 °С також призводило до формування клітинного осаду без зміни pH 

середовища, однак струшування його давало неоднорідну суспензію, в якій були 

присутні клітинні агрегати невеликих розмірів. 

При зберіганні клітинних суспензій за нормотермічних умов при 37 °С вже 

після 1-ї доби утворювався досить щільний осад, який вимагав певних зусиль для 

його суспендування. Отримана з такого осаду суспензія складалася переважно з 

клітинних агрегатів і неклітинних тяжів, причому агрегати були більші за 

розміром та щільніші, ніж ті, що формувалися при 22 °С. Крім того, починаючи 

вже з 2-ї доби спостерігалося закислення культурального середовища. 

Візуальне спостереження протягом 3-х діб за станом АМС з МСК, що 

перебували за температур 4, 22 і 37 °С, не виявило змін у стані мікросфер з 

клітинами і культурального середовища: клітини, інкапсульовані у АМС, 

залишалися відокремленими, клітинні агрегати не формувалися, колір середовища 

зберігання не відрізнявся від контролю. 

Визначення життєздатності і таких морфофункціональних показників стану 

МСК як здатність до адгезії і метаболічна активність підтвердило відмінності у 

стані клітин після зберігання, зумовлені особливостями їхнього просторового 
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розташування, тобто, перебували вони в суспензії або були інкапсульовані в 

АМС. 

З рис. 5.1. видно, що зберігання МСК у вигляді суспензії за усіх температур 

супроводжувалося поступовим зниженням життєздатності клітин за МТТ-тестом, 

достовірні відмінності спостерігали вже після 1-ї доби. Після 3-х діб зберігання 

МСК у вигляді суспензії за 22 і 37 °С життєздатність становила близько 50 %. У 

разі гіпотермічного зберігання за 4 °С зниження цього показника було ще більш 

вираженим - до 30 %. 

Інкапсульовані у АМС МСК краще переживали короткострокове 

зберігання. Після 1-ї доби достовірне зниження життєздатності спостерігали 

тільки у разі зберігання інкапсульованих у АМС клітин за гіпотермічних умов при 

4°С, використання температур 22°С і 37°С дозволяло підтримувати рівень 

життєздатності МСК на цьому етапі близький до початкового. Достовірне 

зниження життєздатності інкапсульованих у АМС МСК при зберіганні в помірно 

гіпотермічних умовах за 22 °С спостерігали лише на кінцевому терміні 

  
 

Рис. 5.1. Життєздатність МСК впродовж зберігання у культуральному середовищі 

у вигляді суспензії (А) і у складі АМС (Б) при 4 (♦), 22 (▲) та 37 (■) С за МТТ-

тестом.  

Примітка: Відмінності значущі (р ≤ 0,05) у порівнянні з контролем (*) і 

суспензією МСК (#). 

А Б 
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зберігання, при цьому відсоток клітин, що накопичували формазан, залишався 

досить високим - 78±4 % - і значно перевищував цей показник для МСК у вигляді 

суспензії. Зберігання інкапсульованих у АМС МСК у культуральному середовищі 

за 37°С протягом 3-х діб не супроводжувалося втратою життєздатності, що 

зумовило різницю між показниками МТТ-тесту для суспензії і інкапсульованих у 

АМС МСК практично у 40 % (87±9 % і 49±10 % , відповідно). 

В ході гіпотермічного зберігання за 4 °С інкапсульованих у АМС МСК 

відзначали поступове зниження життєздатності протягом усього терміну 

спостереження, в результаті чого на 3-ю добу зберігання життєздатність 

інкапсульованих клітин відповідала рівню цього показника для клітин в суспензії. 

Перевага МСК у складі АМС при гіпотермічному зберіганні виявлялася тільки на 

терміні спостереження 2 доби, коли життєздатність інкапсульованих МСК була на 

20 % вища життєздатності клітин у суспензії. 

Здатність МСК прикріплятися до культурального пластику є однією з 

визначальних характеристик цих клітин, вона реалізується завдяки складному 

 

  
 

Рис. 5.2. Здатність до адгезії МСК після їхнього зберігання у культуральному 

середовищі у вигляді суспензії (А) і у складі АМС (Б) при 4 (♦), 22 (▲) та 37 

(■)°С.  

Примітка: Відмінності значущі (р ≤ 0,05) у порівнянні з контролем (*) і 

суспензією МСК (#). 
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каскаду реакцій і інтегрально відображає ступінь збереження клітин. Зберігання 

суспензій МСК за усіх досліджених температур призводило до поступового 

зниження їхньої здатності прикріплюватися до підложки (рис. 5.2.). У результаті 

на 3-ю добу тільки 20 % клітин суспензії, які експонували за 4 і 37 °С, були здатні 

прикріплюватися до пластику. Використання помірної гіпотермії (22 °С) в меншій 

мірі впливало на цей показник, здатність МСК прикріплятися до підложки 

зберігалася у більш ніж 40 % клітин. 

Зміни в здатності прикріплюватися до підложки МСК, що піддавали 

зберіганню у скалді АМС, у загальних рисах відповідали динаміці змін 

життєздатності, що були отримані за допомогою МТТ-тесту (рис.5.1 Б). При 

цьому здатність до прикріплення МСК, що зберігалися у складі АМС за 22 і 37 

°С, істотно перевищувала таку для суспензій. Хоча достовірне зниження цього 

показнику порівняно з початковими контрольними даними відзначалося після 

двох діб зберігання, до кінця експерименту відсоток МСК, здатних до 

прикріплення, залишався високим і становив 62±10 % в разі 22°С і 69±7 % в разі 

37°С. Цей рівень значно перевищував також результати зберігання 

інкапсульованих у АМС клітин за 4°С. Здатність до прикріплення МСК, що були 

піддані гіпотермічному зберіганню (4°С) у складі АМС, не відрізнялася від цього 

показника для клітин, що зберігалися у вигляді суспензії. 

Таким чином, отримані результати виявили певні переваги 

короткострокового зберігання клітин у складі альгінатних мікросфер порівняно із 

зберіганням клітин у вигляді суспензії, але задля ґрунтовності такого висновку 

необхідні дослідження морфофункціональних характеристик МСК (метаболічна 

активність, диференціювальний потенціал тощо) в умовах моношарового 

культивування.  

За стандартних умов культивування МСК, що після короткострокового 

збереження успішно пройшли етап адгезії, розпластувалися, набували 

фібробластоподібної морфології, активно проліферували і в подальшому 

формували рівномірний моношар. 
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Для інтегральної оцінки стану МСК у культурі використовували АВ-тест, що 

відображає активність метаболічних процесів в клітинах загалом. Оцінку 

проводили після 1-ї доби моношарового культивування (рис. 5.3). Культури МСК, 

отримані після зберігання клітин у вигляді суспензії за усіх досліджуваних 

температур, проявляли нижчу метаболічну активність ніж контрольні культури і 

різниця між ними зростала із збільшенням терміну зберігання. В разі затосування 

нормотермічних умов зберігання (37 С) різниця визначалася як достовірна вже 

після 1 доби зберігання, за гіпотермічних та помірно гіпотермічних умов ‒ після 

2-х діб зберігання у (рис.5.3 А).  

Культури МСК, отримані після гіпотермічного зберігання клітин за 4 °С як 

у вигляді суспензій, так і інкапсульованими в АМС, були здатні відновлювати 

значно меншу кількість АВ, ніж контрольні культури: для культур МСК, що 

пройшли зберігання протягом трьох діб, це становило 0,99±0,42 ВОФ в разі 

зберігання у вигляді суспензії та 1,86±0,55 ВОФ в разі інкапсульованих МСК, у 

той час як для контрольних культур був характерним рівень 5,28±0,69 - 5, 4±0,79 

ВОФ.  

  
 

Рис. 5.3. Метаболічна активність за АВ-тестом культур МСК, отриманих після 

зберігання клітин у культуральному середовищі у вигляді суспензії (А) і у складі 

АМС (Б) при 4 (♦), 22 (▲) та 37 (■) С (2-а доба культивування).  

Примітка: Відмінності значущі (р ≤ 0,05) у порівнянні з контролем (*) і 

суспензією МСК (#). 

А Б 



114 
 

Такі ж зміни в метаболічній активності культур МСК відзначалися і після 

зберігання клітин за гіпотермічних умов (4 °С) у складі АМС (рис.5.3 Б), при 

цьому достовірних відмінностей між результатами зберігання МСК у вигляді 

суспензії та у складі АМС не відмічалося. Культури МСК, отримані після 

гіпотермічного зберігання клітин у вигляді суспензій були здатні відновлювати 

АВ на рівні 0,99±0,42 ВОФ, а після зберігання у складі АМС ‒ на рівні 1,86±0,55 

ВОФ, у той час як контрольні культури демонстрували значно вищий рівень 

метаболічної активності ‒ 5,28±0,69 - 5, 4±0,79 ВОФ. 

Лише для культур МСК, зберігання яких відбувалося у складі АМС за 22 і 

37°С, показники АВ-тесту не мали істотних відмінностей від рівня контролю - 

4,04±0,56 - 4,24±0,52 ВОФ після трьох діб зберігання. Отже, інкапсуляція МСК в 

АМС не є погіршуючою умовою для короткострокового зберігання клітин за 

позитивних температур, а за нормотермії та помірної гіпотермії забезпечує значно 

кращу виживаність клітин в разі зберігання у культуральному середовищі. Задля 

остаточності цього висновку необхідно також пересвідчитися у збереженості 

специфічних властивостей МСК, в першу чергу здатності до мультилінійного 

диференціювання.  

Результати виявлення здатності культур МСК, отриманих після зберігання 

клітин у культуральному середовищі за різних позитивних температур, до 

адипогенного диференціювання представлені на рис. 5.4. При культивуванні 

контрольних культур МСК в адипогенному середовищі на 3-му тижні виявлялися 

клітини округлої форми з цитоплазматичними ліпідними включеннями, які 

позитивно фарбувалися за Oil Red O. Таку ж картину розвитку адипогенезу 

спостерігали і при культивуванні МСК, що попередньо зберігалися у складі АМС 

при досліджуваних температурах: через 3-х тижні культивування в індуктивному 

середовищі спостерігалась поява клітин, що накопичували нейтральні ліпіди. В 

контролі на спонтанне диференціювання після культивування у середовищі без 

індукторів адипогенезу позитивного забарвлення Oil Red O не виявлялося.  

Результати виявлення остеогенного диференціювання в культурах МСК 

представлені на рис. 5.5. Починаючи з 2-го тижня культивування в остеогенному 



115 
 

середовищі МСК, що попередньо піддавалися зберіганню, спостерігали 

накопичення мінералізованого екстраклітинного матриксу. Виявлення солей 

кальцію шляхом забарвлення алізариновим червоним після 3-х тижнів 

  
 

  
 

 

 
Рис. 5.4. Виявлення адипогенного диференціювання в культурах МСК, отриманих 

з клітин, що не піддавалися зберіганню (Б) та після зберігання протягом 3-х діб у 

складі АМС при 37°С (В), 22°С (Г) і 4 (Д) °С, за відсутності (А) та в присутності 

індукторів адипогенного диференціювання (Б-Д). Забарвлення Oil Red O. 
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 культивування підтвердило характерну для остеогенного диференціювання 

мінералізацію матриксу. У контролі на спонтанне диференціювання накопичення 

мінералізованою матриксу не спостерігали. 

  
 

  
 

 

 
Рис. 5.5. Виявлення остеогенного диференціювання в культурах МСК, отриманих 

з клітин, що не піддавалися зберіганню (Б) та після зберігання протягом 3-х діб у 

складі АМС при 37°С (В), 22°С (Г) і 4 (Д) °С, за відсутності (А) та в присутності 

індукторів остеогенного диференціювання (Б-Д). Забарвлення Alizarin Red S. 
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Таким чином, проведені дослідження свідчать, що МСК людини після 

зберігання за різних позитивних температур у складі АМС зберігають здатність 

до індукованого диференціювання у остеогенному та адипогенному напрямках. 

Отримані результати свідчать про те, що інкапсуляція в АМС, забезпечуючи 

відокремлене розташування і рівномірний розподіл клітин, тим самим дозволяє 

подовжити терміни безпечного зберігання МСК за позитивних температур 22°С і 

37 °С. При зберіганні у складі АМС клітини більшою мірою зберігають 

життєздатність, здатність прикріплятися до культурального пластику, 

метаболічну активність, а також диференціювальний потенціал, ніж при 

зберіганні у вигляді суспензії. Зберігання за 4° С в культуральному середовищі, 

незалежно від просторової організації клітин, призводило до загибелі більшої 

їхньої частки. Можна припустити, що низькі значення життєздатності та 

метаболічної активності МСК за умов зберігання при 4 °С зумовлені 

невідповідністю між складом обраного середовища та напрямком та 

інтенсивністю метаболічних процесів, що відбуваються в клітинах за даної 

температури.  

 

5.2. Гіпотермічне зберігання МСК у спеціалізованих розчинах (ССР, 

UW) за 4 °С 

Для гіпотермічного зберігання різних типів клітин і органів широко 

застосовують спеціальні середовища. Одним з найбільш розповсюджених є 

розчин, основними компонентами якого являються лактобіонат і рафіноза, 

розроблений дослідниками з університету Вісконсіна (UW). Розроблений у відділі 

кріобіохіміі ІПКіК НАН України оригінальний сахарозо-сольовий розчин (ССР), 

приготовлений на основі фосфатного буфера із залученням поліетиленгліколю-

8000 (ПЕГ-8000), є більш дешевим і в той же час досить ефективним. Було 

показано, що ССР запобігає осмотичним пошкодженням, які індуковані 

холодовою ішемією, і підтримує метаболічні характеристики біологічних об'єктів. 
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Ці розчини були задіяні в даній роботі як середовища для гіпотермічного 

зберігання МСК за 4 °С. 

Ефективність обраних розчинів для гіпотермічного зберігання МСК у 

вигляді суспензії та після інкапсуляціїї у АМС оцінювали за їхньою 

життєздатностю, яка визначалася за допомогою МТТ-тесту. Як було показано 

раніше, зберігання суспензії клітин за 4 °С у культуральному середовищі 

призводило до зниження життєздатності до 33±10 % вже на 3-ю добу (рис. 5.6.). 

Інкапсуляція в АМС частково запобігала загибелі клітин: життєздатність 

становила на 3-ю добу 51±9 %. Однак подовження терміну гіпотермічного 

зберігання у культуральному середовищі до 7 діб призводило до загибелі 

практично усіх МСК як в суспензії, так і у складі АМС.  

Використання як середовищ зберігання розчинів UW і ССР дозволило 

значно покращити ефективність гіпотермічного зберігання. За 3 доби зберігання 

зміни в життєздатності клітин були незначними, а після 7-и діб зберігання у ССР і 

UW життєздатність МСК як в суспензії, так і у складі АМС, хоч і значимо 

знижувалася, але залишалася у межах від 56±9 % до 76±6 %. 

  
 

Рис. 5.6. Життєздатність МСК після зберігання у вигляді суспензії (А) та у складі 

АМС (Б) за 4 °С у середовищах ССР (♦), UW (■) та культуральному середовищі 

(▲) за МТТ-тестом.  

Примітка: Відмінності значущі (р ≤ 0,05) у порівнянні з контролем (*). 

А Б 
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Аналогічні дані були отримані при оцінці здатності МСК прикріплятися до 

культурального пластику після зберігання (рис. 5.7.). Після 3-х діб гіпотермічного 

зберігання у КС тільки 27±10 % клітин у суспензії та 38±10 % інкапсульованих 

МСК мали здатність прикріплятися до поверхні культурального пластика, тоді як 

при застосуванні консервуючих розчинів спостерігалася лише тенденція до 

зниження даного показника. Після 7-ми діб гіпотермічного зберігання у КС 

кількість клітин, здатних до адгезії, не перевищувала 5 % в разі зберігання як у 

вигляді суспензії, так і у складі АМС. При застосуванні розчинів ССР і UW 

клітини зберігали високу здатність прикріплятися до культурального пластику 

незалежно від форми зберігання: від 53±10 % до 73±11 % клітин.  

На рис. 5.8. представлені дані щодо здатності клітин, що зберігалися у 

суспензії і у складі АМС, відновлювати АВ після 1-ї доби моношарового 

культивування. Видно, що після гіпотермічного зберігання у розчинах ССР і UW 

протягом 3-х діб метаболічна активність МСК практично не відрізнялася від 

контролю, тоді як гіпотермічне зберігання у культуральному середовищі 

призводило до значного зниження цього показника.  

  
 

Рис. 5.7. Здатність до адгезії МСК після зберігання у вигляді суспензії (А) та у 

складі АМС (Б) за 4 °С у середовищах ССР (♦), UW (■) та культуральному 

середовищі (▲) за МТТ-тестом.  

Примітка: Відмінності значущі (р ≤ 0,05) у порівнянні з контролем (*). 

А Б 
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Після 7-и діб гіпотермічного зберігання (рис. 5.8 Б) втрати здатності МСК 

відновлювати АВ була значними при застосуванні усіх обраних розчинів. Але 

різниця в збереженості данного показника між консервуючими розчинами та КС 

була істотною: при застосуванні консервуючих розчинів метаболічна активність 

культур була не нижче 50 % від контроля, а при використанні КС ‒ лише 15 %. 

Слід зазначити, що істотних відмінностей у відновленні АВ клітинами, що 

зберігалися у суспензії і у складі АМС, виявлено не було. 

Задля підтвердження здатності до мультилінійного диференціювання МСК 

після гіпотермічного зберігання вміщувалися в умови моношарового 

культивування за присутності відповідних індукторів. На рис. 5.9. представлений 

типовий результат спрямованого адипогенного диференціювання МСК. Клітини 

після гіпотермічного зберігання у АМС протягом 3-х і 7-ми діб у розчинах ССР і 

UW при культивування характеризувалися накопиченням внутрішньоклітинних 

ліпідних крапель, які позитивно забарвлювалися барвником Oil Red O в рожево-

червоний колір, що свідчить про адипогенне диференціювання клітин. За 

  
 

Рис. 5.8. Метаболічна активність за АВ-тестом культур МСК, отриманих після 3-х 

(А) і 7-ми (Б) діб гіпотермічного зберігання клітин у вигляді суспензії (■) і у 

складі АМС (■) в середовищах ССР, UW і КС (2-а доба моношарового 

культивування).  

Примітка: Відмінності значущі (р ≤ 0,05) у порівнянні з контролем (*). 

А Б 
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морфологією і інтенсивностю забарвлення клітини, що пройшли гипотермичне 

зберігання, практично не відрізнялися від контрольних.  

Після гіпотермічного зберігання у середовищах ССР і UW протягом 3-х і 7-

ми діб МСК також зберігали здатність до диференціювання в остеогенному 

напрямку (рис. 5.10.). При культивуванні клітин у присутності відповідних 

індукторів спостерігалося накопичення мінералізованого матриксу, що приводило 

до забарвлення зразків Alizarin Red S у червоний колір. 

  
 

  
 

Рис. 5.9. Виявлення адипогенного диференціювання в культурах МСК, отриманих 

з клітин, що не піддавалися зберіганню (Б) та після гіпотермічного зберігання 

протягом 3-х (В) та 7-и (Г) діб у середовищах ССР і UW, за відсутності (А) та в 

присутності індукторів адипогенного диференціювання (Б-Г). Типове зображення; 

забарвлення Oil Red O. 
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У клітинах, що культивувалися в середовищі без додавання індукторів, 

накопичення продуктів диференціювання не спостерігалося. Здатність клітин до 

спрямованого диференціювання в умовах моношарового культивування свідчить 

на користь їхньої функціональної повноцінності. 

 

Оскільки необхідність у мезенхімальних стромальних клітинах для 

лікування різноманітних захворювань людей продовжує зростати, необхідність 

ефективних та клінічно безпечних методів їх транспорту також буде зростати. 

  
 

  
 

Рис. 5.10. Виявлення остеогенного диференціювання в культурах МСК, 

отриманих з клітин, що не піддавалися зберіганню (Б) та після гіпотермічного 

зберігання протягом 3-х (В) та 7-и (Г) діб у середовищах ССР і UW, за відсутності 

(А) та в присутності індукторів адипогенного диференціювання (Б-Г). Типове 

зображення; забарвлення Alizarin Red S. 
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Хоча кріоконсервування, безумовно, є найкращим із сучасних методім для 

тривалого збереження клітин, проте його недоліки штовхають дослідників до 

пошуку альтернатив. Встановлено, що кріоконсервування призводить до 

пошкодження клітинної мембрани та активації апоптозу [268, 269]. Крім того, 

кріоконсервування є трудомістким методом та вимагає злучення кваліфікованого 

персоналу, так само я використання спеціалізованного обладнання та речовин, які 

не підходить для використання у клітнічній практиці, наприклад рідкий азот, що 

не відповідає GMP (Good Manufacturing Practice). Для того, щоб подолати ці 

проблеми, насьогодні вже пропонуються досить складні альтернативи, що здатні 

підтримувати заморожені клітини за умови їх транспортування. Незважаючи на 

те, що ці підходи залишаються у розробці, актуальним залишається пошук більш 

дешевого, простого надійного методу збереження клітин для транспортування. 

Використання гідрогелів як клітинних носіїв для доставки клітин все частіше 

запропоновується у якості альтернативи звичайним методам кріоконсервування 

[270, 271]. 

Було показано, що макро- та мікроструктуру альгінатного гідрогелю можна 

модифікувати для підтримки короткострокового збереження епітеліальних клітин 

рогівки [193]. Використання більш складного композиту, що включав альгінат-

стронцієвий гель та нейлонову сітку, дозволило запропонувати ще один надійний 

спосіб зберігання і транспортування як МСК за позитивних температур, без 

використання спеціалізованих розчинів [84]. Результати, отриманні у даній роботі 

добре узгоджуются із цими спостереженнями. Проте, запропоноване у 

дисертаційній роботі використання альгінатного гідрогелю саме у форми 

альгінат-кальціевих мікросфер є більш простим та дешевим підходом, при цьому 

єфективність зберігання клітин не поступається іншим запропонованим методам. 

При цьому слід враховувати, що використання АМС можна вважати більш 

доцільним, оскільки сферична форма забезпечує однакові умови для усіх клітин у 

складі гідрогелю. Використання іншої форми гідрогелю може призводити до 

нерівномірності розподілу речовин між клітинами що знаходятся у різних шарах 

гідрогелю, призводячи до додаткового порушення функціонального стану клітин. 
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Одже, одержані у даній роботі результати підтвердили, що алгінатний гідрогель у 

формі мікросфер добре підходитьять у якості носія МСК. 

Відомо, що альгинатні гідрогелі утворені за рахунок використання кальцію 

є досить еластичними та не дуже стабільними у проміжку довгострокового 

культивування, одже за агітації інкапсульовані клітини можуть вивільнятися з 

гідрогелю, що безперечно може призвести до їх загибелі. Можна припустит, що 

транспортування клітин може викликати значну агітацію гідрогелю, що призведе 

до порушення його цілісності. Щоб уникнути можливої фрагментації 

альгінатного гідрогелю за умови транспортування, було запропоновано 

використання стронцію у якості зшиваючого агенту. Було виявлено, що стронцій 

володіє більшою спорідненістю до альгінату, ніж кальцій, внаслідок чого 

альгінатні гідрогелі можуть мати поліпшену стійкість до механічних пошкоджень 

внаслідок агітацій [101]. Альгінатні гідрогелі із стронцієм були успішно 

використані у інженерії кісткової тканини [272, 273]. Слід зазначити, що для 

використання стронцію у якості зшиваючого агенту необхідно використовувати 

лише альгінати з високим вмістом G, при цього значним переваг у стронційових 

гідрогелів із альгінату з високим вмістом M зазвичай не спостерігається. 

Використання стронцію також ускладнює підход короткострокового зберігання 

клітин. За умови транспортування, що зазвичай не перевищує 5-х діб, 

використання кальцію у якості зшиваючого агенту досить доцільне та практичне. 

У даній дисертаційній роботі впродовж зберігання клітин не було виявлено 

порушень цілісності альгінатного гідрогелю, а на кінцевий період спостереження 

АМС все ще залишалися досить стабільними та жорсткими, перемишування та 

механічні коливання не порушувалих їх цілісності. Цій стабільності АМС також 

може сприяти сферична форма, оскільки саме сферична форма є більш 

стабільною до розривів чи інших пошкоджено гідрогелю у порівняні до 

пластинчастої чи дископодібної форми. Одже, використання кальцій-альгінатного 

гідрогелю у формі мікросфер є досить сприятливим та оптиальним підходом для 

транспортування клітин, не призводячи до порушення цілістності самого 

гідрогелю у перебігу короткострокового зберігання. 
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Відомо, що альгінатний гідрогель єфективно використовувался у якості 

носія для стовбурових клітин, з метою лікуванні дефектів нервової та кісткової 

тканин у зоні хребта [274, 275]. Однак здатність альгінату зберігати стовбурові 

клітини в недиференційованому стані впродовж певного періоду часу стало 

відомо досить нещодавно і має вирішальне значення у галузі регенеративної 

медицини. Показано, що ключові маркери МСК були позитивними після 

екстракції з альгинатних гелів, навіть після 5 днів утримання у гідрогелі [84]. Ці 

спостереження узгоджуються з результатами інших досліджень, у яких 

досліджували альгінатні гідрогелі із інкапсульованими ЕСК людини. Так, ЕСК у 

складі кальцій-альгінатного гідрогелю (1,1 %) за умови культивування у 

стандартних умовах впродовж 260 днів, зберігали свою плюрипотентність [276], а 

культивування клітни у складі альгінат-хітозанового гідрогелю додатково 

підтвердило збережння їх здатності до самовідновлювання після тривалого 

культивування [277]. Цікаво, що ЕСК після кріоконсервування у складі АМС 

також зберігають свій фенотип стовбурових клітни [254]. Тому, здатність 

альгінатного гідрогелю підтримувати специфічні властивості клітин є ще однією 

перевагою при його використанні у якості підтримуваючого матеріалу за умови 

розробки методів транспортування чи короткострокового зберігання клітин. 

Проте, слід враховувати що всеж таки відповіть клітин на утримання у АМС може 

відрізнятися для різних типів клітин, тому оптимізація умов транспортування 

клітин у складі альгінатного гідрогелю повина бути виконана для кожного 

певного типу клітин. Суперечачи попереднім цитуваннями, було також показано 

що культивування МСК у складі АМС може призводити до стимуляції 

остеогенного чи хондрогенного диференціювання цих клітин [277–280]. Проте, за 

отриманими результатами данного дослідженя та спостереженнями, показали що 

за умови зберігання при позитивних температур у складі АМС, альгінатний 

гідрогель запобігає спонтанному диференціюванню МСК, а після вивільнення 

клітин вони здатні до активної проліфераціїї та подальшого спрямованого 

диференціювання.  
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Було повідомлено, що за результатами проточної цитометрії спостерігалася 

різниця у експресії Oct-3/4 та SSEA-4 між нативними МСК та МСК після 10 днів 

культивування у вигляді моношару, тоді як у порівняні до клітин, що 

культивувалися у складі АМС спостерігалися лише дуже незначні відмінності 

[84]. Заморожування може спричинити втрату вторинної та третинної структури 

білків, що безпосередньо вплине на ключові маркери МСК [281, 282]. Дослідники 

припускають, що ймовірно ці білки більш сприйнятливі до денатурації під час 

заморожування або відігрівання, але при оптимальних умовах культивування 

нормальний стан може повернутися після 10 днів. За результатами QPCR також 

було показано трикратне збільшення експресії Oct-3/4 та SSEA-4 після зберігання 

клітин у складі альгінатного гідрогелю, що є досить важливим для подльшого 

відновлення проліферативної активності стовбурових клітин [283]. 

Життєздатність екстрагованих із АМС клітин складала після зберігання за 

позитивних температур (22 чи 37 °С) впродовж 3 діб складала не менше 70 %, що 

узгоджується з даними, отриманими для зберігання епітеліальних клітини рогатої 

худоби за подібних умов [84]. Проте, утримання клітин за гіпотермічних уомв 

призводило до загибелі їх більшої частини. Виходячи з отриманих даних, 

причиною загибелі клітин у культуральному середовищі за гіпотермічного 

зберігання слід, ймовірно, вважати порушення іонного балансу внаслідок 

зниженої активності Na+-K+-насоса. Потік позаклітинних речовин (а найбільш 

іонів Na+ і Cl-) всередину клітин порушує осмотичну рівновагу в системі клітина-

навколишнє середовище, призводить до набухання клітин і, таким чином, їхньої 

загибелі. Використання консервуючих середовищ UW і ССР, які містять замість 

хлористого натрію непроникаючі у клітину речовини (сахароза і ПЕГ-800 - у ССР; 

лактобіонат і рафіноза - у UW), дозволяє підтримати осмотичну рівновагу між 

клітиною і навколишнім середовищем, що сприяє збереженню життєздатності 

МСК на високому рівні впродовж 7-и діб гіпотермічного зберігання. Важливо 

відзначити, що клітини як у суспензії, так і у складі АМС після гіпотермічного 

зберігання у середовищах UW і ССР залишаються морфологічно, метаболічно і 

функціонально повноцінними - при поверненні у близькі до фізіологічних умови 
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моношарового культивування вони розпластуються, проліферують і 

демонструють здатність до індукованого диференціювання в остеогенному і 

адипогенному напрямках. 

Одже, це технічне дослідження дає докази того, що МСК людини можуть 

бути іммобілізовані у альгінатний гідрогель сферичної форми з використанням 

кальцію у якості зв’язувального агенту, при цьому клітини зберігаються протягом 

тривалого періоду часу за позитивних температур з використання культурального 

середовища, або спеціалізованих середовищ гіпотермічного зберігання. Більш 

важливим є те, що подальше легке вилучення цих клітин з високим рівнем 

життєздатності та підтримкою їх специфічних властивостей дозволяє 

запропонувани новий і простий спосіб транспортування клітин як для клінічного 

застосування, так і для дослідницьких цілей. 

 

Матеріали розділу 5 опубліковані в роботах [246–248, 267, 284–290]. 
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УЗАГАЛЬНЕННЯ 

 

Інкапсуляція клітин у мікросфери із природних чи синтетичних гидрогелей 

знаходить все більш широке застосування в біотехнології, тканинній інженерії, 

трансплантології, а також при вирішенні низки теоретичних завдань клітинної 

біології. Матеріали для інкапсуляції повинні володіти низькою токсичністю, 

здатністю до формування певних фізико-хімічних структур, що забезпечує 

іммобілізацію клітин, транспорт до них поживних речовин і виведення продуктів 

розпаду, а також підтримувати життєздатність та функціональну активность 

клітин при культивуванні. У даній роботі у якості матеріалу для отримання 

мікросфер використовувався альгінат, адже він характеризуется природним 

походженням, здатен утворювати пористий гідрогель за присутності розчинів 

двовалентних катіонів у фізіологічних умовах, володіє певною механічною 

міцністю, биосумісністю і здатністю деградувати без утворення токсичних 

продуктів. Також, він дозволяює дифундувати кисню, живильних речовинам, 

сигнальним молекулам, але перешкоджає дифузії молекул з молекулярною масою 

понад 100 кДа.  

На сьогоднішній день, такі властивості альгінатних гидрогелей обумовили 

йго використання у якості носія для багатьох різних клітин та структур. Проте 

найбільш перспективною та широкозастосовуваною клітинною складовою 

біоінженерних конструктів є мезенхімальні стромальні клітини, які 

характеризуються унікальною здатністю до самовідновлення і мультилінійного 

диференціювання. Однак до теперішнього часу не розроблено універсального та 

стандартизованого протоколу укладення клітин в альгінатні мікросфери. 

Особливості інкапсуляції МСК і їх властивості при культивуванні у складі 

мікросфер також залишаються маловивченими. 

Натепер найбільш ефективним і перспективним методом формування 

гідрогелевих мікросфер вважається метод електророзпилення. Відповідно до 

нього діаметр утворюваних крапель при розпиленні рідкого гелеутворювача 
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залежить від величини накладеного електростатичного потенціалу, що на 

практиці забезпечується застосуванням генератора високої напруги. 

У даній роботі було розроблено та оптимізовано систему для отримання 

АМС, що включала шприцевий інфузійний насос, шприц для гелеутворювача 

об'ємом 1 мл з тупокінцевою голкою діаметром 0,33 мм, ємність для гелюючого 

розчину і генератор з функцією регульованої подачі напруги від 0 до 7 кВ. При 

вільному падінні крапель альгінату у гелюючий розчин CaCl2 формувалися 

мікросфери діаметром близько 2000 мкм. Подавання навіть незначної напруги 

зменшувало розмір АМС до 1500 мкм, поступове збільшення напруги 

супроводжувалося подальшим зменшення діаметра крапель до 200 мкм і 

формуванням правильного конусу розпилення, причому зменшення діаметра 

АМС корелювало з ростом напруги. Значущими для процесу отримання 

мікросфер певного розміру та форми були також такі параметри системи як 

відстань між місцем формування крапель (голкою) та гелюючим розчином, 

швидкість вивільнення гелеутворювача, форма кінчика голки.  

Було встановлено, що основним параметром, який визначає форму 

одержуваних із застосуванням електророзпилення АМС, є концентрація розчинів 

гелеутворювача і гелюючого агента: альгінату натрію і хлористого кальцію. 

Найбільш стабільні мікросфери правильної сферичної форми і з гладкою 

поверхнею утворювалися за використання 2,0 %-го альгінату натрію за умови 

його полімеризації у 2,0 %-му розчині хлористого кальцію. 

Визначені параметри роботи системи, а саме: подана напруга ≤ 7 кВ, 

відстань від кінчика голки до поверхні гелюючого розчину 4 см, швидкість 

вивільнення альгінату зі шприца 10 мл/годину, тупокінцева форма голки, 

концентрація розчину альгінату натрію 2,0 %; концентрація розчину CaCl2 2,0 %, 

– забезпечили отримання АМС фіксованого діаметру в діапазоні 200−800 мкм з 

відхиленням в межах 7 %. 

При отриманні АМС із вміщеними МСК останні по закінченню 

полімеризації візуалізувалися у товщі прозорого гідрогелю як одиночні 

відокремлені одна від одної клітини, розташовані рівномірно по всьому об'єму 
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АМС. Абсолютна більшість клітин в АМС при комбінованому фарбуванні 

ФДА/ЕБ демонстрували зелену флуоресценцію, характерну для життєздатних 

клітин. За МТТ-тестом життєздатність МСК у складі АМС становила 94±3 % при 

вихідній життєздатності клітин до інкапсуляції 96±2 %. Культивування МСК у 

складі АМС протягом 7 діб не призводило до зміни їхньої морфології та 

достовірного зниження життєздатності. Це дозволяє зробити висновок, що 

визначені у даній роботі умови отримання мікросфер із застосуванням 

електророзпилення не чинять негативного впливу на клітини в перебігу самої 

процедури інкапсуляції. 

Ідентифікаційними характеристиками МСК, що були визначені для 

моношарової культури цих клітин, є фібробластоподібна морфологія, 

адгезивність, специфічний імунофенотип та наявність проліферативного і 

диференціювального потенціалів. Дослідження з об’ємними макропористими 

носіями, біосумісними з МСК, такими, наприклад, як обрані нами модифіковані 

скелети морської губки Ianthella basta, показали, що специфічні властивості МСК 

реалізуються і в умовах тривимірного культивування. Однак МСК, що проходили 

об’ємне культивування в товщі гідрогеля АМС, отриманих з 2 %-го альгінату 

натрію, не розпластувалися і не проліферували. 

 Порівняльне дослідження виявило, що метаболічна активність МСК у 

складі АМС майже на 30 % нижча за рівень метаболічної активності клітин у 

моношарі: рівні утворення формазану з МТТ і відновлення АВ становили для 

МСК у складі АМС 0,44±0,01 умовних одиниць абсорбції (УОА) та 2530,6±151,7 

умовних одиниць флуоресценції (УОФ), відповідно, тоді як моношарові культури 

МСК характеризувалися показниками 0,64±0,02 УОА та 3531±96 УОФ.  

За допомогою катіонного карбоцианінового барвника JC-1 були виявлені 

відмінності у мембранному потенціалі мітохондрій МСК в залежності від умов їх 

перебування. Клітини в моношарі демонстрували більш виражену флуоресценцію 

у червоно-помаранчевій області, що притаманна J-агрегатам барвника, які 

утворюються у клітинах з високим мембранним потенціалом мітохондрій Δψм. У 

складі АМС, навпаки, більшість клітин мали зелену флуоресценцію, тобто 
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характеризувалися низьким Δψм. Кількісна оцінка спектрофлуориметричним 

методом підтвердила мікроскопічні спостереження: для МСК у складі АМС були 

характерними високі показники відносних одиниць флуоресценції (ВОФ) у 

зеленій області - 0,566±0,051, у той час як інтенсивність флуоресценції у червоно-

помаранчевої області складала лише 0,277±0,067 ВОФ. Для МСК у вигляді 

моношару, навпаки, в зеленій області показники флуоресценції мали нижчій 

рівень, ніж у червоно-помаранчевій: 0,387±0,019 та 0,564±0,020 ВОФ, відповідно. 

Таким чином, інкапсульовані в АМС МСК характеризувалися зниженням 

загальної метаболічної активності та мембранного потенціалу мітохондрій, а 

також відсутністю адгезивної та проліферативної активностей, які є досить 

енерговитратними процесами.  

Означені відмінності мали оборотний характер: після вивільнення з АМС і 

переведення в умови моношарового культивування 85±4 % клітин прикріплялися 

до адгезивної поверхні і були здатні до проліферації. На третю добу 

культивування на культуральному пластику клітини формували суцільний 

рівномірний моношар, а показник АВ-теста зростав втричі: 5766±122 УОФ 

порівняно з 1532±160 УОФ на першу добу.  

Вивільнені з АМС МСК виявляли здатність до індукованого 

диференціювання в адипогенному та остеогенному напрямках, що 

підтверджувалося накопиченням відповідних продуктів диференціювання в 

моношарових культурах. Істотних відмінностей між контрольними культурами та 

клітинами, що були піддані інкапсуляціі в АМС при цьому виявлено не було. 

Таким чином, проведені дослідження показали, що визначена процедура 

отримання АМС, що містять МСК, за допомогою електророзпилення не чинить 

негативного впливу на ідентифікаційні характеристики МСК, а блокування 

проліферації і зниження метаболічної активності клітин у складі АМС мають 

оборотний характер і є обмеженням реалізації потенціалу МСК, а не втратою 

клітинами відповідних властивостей. 

Тривале зберігання клітин та тканиноінженерних конструкцій є невід’ємним 

етапом сучасних технологій в медико-біологічній галузі. Раніше в нашій 



132 
 

лабораторії було показано, що високу збереженість МСК, інкапсульованих в 

АМС, може забезпечити програмне повільне двоетапне заморожування у 

присутності ДМСО за умов залучення ініціації кристалоутворення та 

використання в кріозахисному розчині не менше 10 % ДМСО. Відмінність за 

розміром та технологією отримання АМС, застосованих у попередніх 

дослідженнях, зумовила необхідність проведення подальших досліджень щодо 

кріоконсервування АМС з МСК. При цьому нами була здійснена спроба залучити 

попереднє теоретичне обгрунтування і математичний розрахунок до вибору 

найбільш ефективного режиму заморожування для даного конкретного об'єкта. 

Крім того, ми намагалися отримати високі показники збереженості клітин за 

меншої концентрації кріопротектора. 

Визначення динаміки змін об’єму МСК при експозиції їх в 1 М ДМСО 

показало, що осмотична реакція МСК на таку концентрацію кріопротектора 

(швидка дегідратація та подальша повільна регідратація) як в суспензії, так і в 

АМС повністю завершувалася до 5-ї хвилини експозиції і не супроводжувалася 

помітними порушеннями клітинної цілісності, однак дегідратація МСК у складі 

АМС відбувалася повільніше. Експериментально визначені відносні об’єми МСК 

у різні моменти періоду перебування клітин в 1 М розчині ДМСО, а також 

отримано на їхній основі теоретичні криві залежності зміни клітинного об’єму від 

тривалості контакту з кріопротектором. Розрахунок з використанням фізико-

математичної моделі показав, що теоретична крива коректно описує 

експериментальні дані для МСК у вигляді суспензії за коефіцієнтів проникності 

мембран для молекул води Lp = (3,38±1,1) × 10-14 м3/Н·с і ДМСО K1 = 

(1,60±0,21) × 10-8 м/с, а для МСК у складі АМС – за Lp = (2,03±1,4) × 10-14 

м3/Н·с і K1 = (1,07±0,18) × 10-8 м/с. Означені відмінності цих характеристик для 

інкапсульованих клітин, ймовірно, є наслідком уповільнення дифузії 

кріопротектора у товщу альгінатного гідрогелю, і, отже, поступового зростання 

концентрації кріопротектора безпосередньо біля самих клітин, а також розведення 

за рахунок утримуваної всередині АМС води. 



133 
 

Підставляючи отримані коефіцієнти проникності до фізико-математичної 

моделі, що описує кінетику змін відносного об'єму клітин у процесі позаклітинної 

кристалізації за певної швидкості охолодження, можна спрогнозувати ступінь 

зневоднення МСК. Прогнозоване зневоднення МСК, які заморожували зі 

швидкостями від 0,5 до 20 °С/хв до -40 °С відрізняється для клітин у суспензії та у 

складі АМС: за швидкості охолодження 0,5 °С/хв розрахований відносний об’єм 

МСК у вигляді суспензії дорівнював 0,49, а у складі АМС - 0,57; за швидкості 1 

°С/хв - 0,62 та 0,74, відповідно. Слід зазначити, що більші швидкості 

охолодження (від 10 °С/хв) не забезпечують достатнього зневоднення клітин, що 

може в результаті призвести до внутрішньоклітинної кристалізації і загибелі 

клітин у процесі заморожування. 

Проведені експерименти по заморожуванню суспензій МСК та АМС з МСК 

у кріозахисному середовищі з 1 М ДМСО показали достовірність зроблених 

висновків. Охолодження зі швидкостями 10 та 20 °С/хв призводило до загибелі 

близько 80 % клітин як у складі суспензії, так і у складі АМС. Кріоконсервування 

за низьких швидкостей охолодження (0,5 та 1 °С/хв) не порушувало цілісність 

АМС, а життєздатність клітин зберігалася на рівні 75 % і вище. Найвищі значення 

життєздатності були отримані за швидкості охолодження 1 °С/хв: 88±4 % для 

суспензій клітин та 81±4 % для клітин у складі АМС. Однакові значення 

життєздатності МСК, кріоконсервованих у вигляді суспензії і у складі АМС, були 

отримані при зниженні швидкості охолодження до 0,5 °С/хв. 

 З метою оцінки можливості застосовування технології інкапсуляції для 

короткострокового зберігання та транспортування клітин було проведено 

порівняльне вивчення структурно-функціонального стану та здатності до 

індукованого диференціювання МСК, що перебували за позитивних температур 

(4, 22, 37 °С) у вигляді суспензії або у складі АМС. 

Зберігання МСК у культуральному середовищі за температур 4, 22 та 37 °С. 

Зберігання суспензій МСК в культуральному середовищі за усіх обраних 

температур супроводжувалося поступовим зниженням їхньої життєздатності 

починаючи вже з 1-ї доби, маючи наслідком значну втрату життєздатних клітин 
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наприкінці спостереження, на 3-ю добу. Найбільш вираженим зниження 

життєздатності було в разі зберігання при 4 °С − до 30 %. Інкапсульовані в АМС 

МСК краще переживали короткострокове зберігання, достовірні відмінності після 

1-ї доби зберігання і надалі, впродовж усього періоду спостереження, були 

відзначені тільки у разі зберігання за 4 °С. За температури 22°С достовірне 

зниження показника відзначалося лише на кінець експерименту, а зберігання 

інкапсульованих МСК при 37 °С не призводило до зниження життєздатності 

впродовж 3-х діб (87±9 %).  

Подібні зміни спостерігалися при визначенні здатності клітин до адгезії: в 

перебігу зберігання суспензій МСК відбувалося поступове зниження їхньої 

здатності адгезувати до підложки; МСК, які проходили етап зберігання за 22 та 37 

°С у складі АМС, значно більшою мірою зберігали свої адгезивні властивості, ніж 

клітини в суспензії; переваг інкапсульованих клітин над клітинами у суспензії в 

разі гіпотермічного зберігання за 4 °С не виявлялося. 

Аналіз метаболічної активності культур МСК, що були отримані після 

зберігання за позитивних температур у культуральному середовищі виявив, що 

тільки культури МСК, що зберігалися у складі АМС за 22 і 37 °С, мали показники 

АВ-тесту на рівні контролю – 4,04±0,56-4,24±0,52 ВОФ незалежно від терміну 

зберігання.  

Дослідження диференціювальних властивостей показало, що МСК людини 

після перебування у складі АМС у культуральному середовищі за різних 

позитивних температур зберігають здатність до індукованого диференціювання у 

остеогенному та адипогенному напрямках. 

Таким чином, інкапсуляція у АМС дозволяє подовжити терміни безпечного 

зберігання МСК у культуральному середовищі за позитивних температур 22 і 37 

°С: перебуваючи у складі АМС, клітини більшою мірою зберігають 

життєздатність, здатність прикріплятися до культурального пластику, 

метаболічну активність за АВ-тестом та диференціювальний потенціал, ніж за 

зберігання у вигляді суспензії.  
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Виявлене зниження показників функціонального стану МСК при зберіганні 

за 4 °С може бути обумовлене складом обраного середовища зберігання, а саме 

середовища для культивування, коли клітини здатні підтримувати осмотичний і 

іонний гомеостаз за рахунок власного метаболізму. Для забезпечення більш 

тривалих термінів гіпотермічного зберігання клітин застосовують спеціалізовані 

середовища, серед яких найбільш відомим є розчин UW. Розроблений у відділі 

кріобіохімії ІПКіК НАН України сахарозо-сольовий розчин також є досить 

ефективним для гіпотермічного зберігання біооб’єктів і, у той же час, більш 

економічно вигідним. 

Гіпотермічне зберігання за 4 °С суспензії МСК у культуральному 

середовищі призводило до зниження їхньої життєздатності до 33±10 % вже на 3-ю 

добу. Інкапсуляція у АМС частково запобігала загибелі клітин і життєздатність 

становила 51±9 %. Застосування розчинів UW і ССР дозволяло зберегти 

життєздатність на цей строк практично на контрольному рівні. Подовження 

терміну зберігання в культуральному середовищі до 7-и діб призводило до 

загибелі майже усіх МСК як у суспензії, так і у складі АМС. В разі використання 

розчинів UW та ССР життєздатність МСК як у вигляді суспензії, так і у складі 

АМС достовірно знижувалася, проте залишалася на досить високому рівні (від 

56±9 % до 76±6 % для різних груп спостереження). 

Гіпотермічне зберігання у культуральному середовищі призводило до 

значних втрат здатності МСК до адгезії. Залучення спеціалізованих розчинів 

істотно уповільнювало цей процес, дозволяючи зберегти даний показник на рівні 

не нижчому за 50 % на 7-му добу експерименту, причому відмінностей у 

досліджуваних властивостях між клітинами в суспензії та клітинами в АМС 

виявлено не було.  

Метаболічна активність за АВ-тестом МСК, що пройшли етап 

гіпотермічного зберігання в культуральному середовищі, була істотно нижчою за 

контрольний рівень на обидва строки спостереження. Застосування розчинів UW 

та ССР значною мірою запобігало втраті метаболічної активності: після 7-ми діб 
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зберігання показники АВ-теста зменшувалися лише на 40-30 % до контролю. 

Різниця між показниками для клітин в суспензії і у складі АМС була відсутня.  

МСК, що пройшли етап гіпотермічного зберігання у розчинах UW та ССР у 

складі АМС, мали здатність до індукованого диференціювання у остеогенному та 

адипогенному напрямках.  

Таким чином, МСК у складі АМС після гіпотермічного зберігання 

впродовж 7-х діб у середовищах UW та ССР залишаються морфологічно, 

метаболічно та функціонально повноцінними. При поверненні клітин в умови 

моношарового культивування вони прикріплюються, набувають 

фібробластоподібного вигляду, активно проліферують та виявляють здатність до 

індукованого диференціювання у адипо- та остеогенному напрямках. 

 



137 
 

ВИСНОВКИ 

 

У дисертаційній роботі наведені теоретичне узагальнення і вирішення наукової 

проблеми низькотемпературного консервування та гіпотермічного зберігання 

МСК у складі АМС фіксованого розміру та форми, отриманих за допомогою 

методу електророзпилення. 

1. Доведено, що процес отримання стабільних та однорідних за формою і 

розміром АМС, що містять МСК, із застосуванням методу 

електророзпилення з використанням напруги ≤ 7 кВ, не впливає на 

життєздатність інкапсульованих клітин. 

2. МСК у складі АМС розміром близько 200 мкм, які утворені із 2 %-го 

розчину альгінату під дією 2 %-го розчину хлористого кальцію із 

залученням електророзпилення, в умовах культивування демонструють 

зниження на 30 % загальної метаболічної активності клітин, дослідженої за 

допомогою МТТ- та Alamar Blue-тестів, та зниження мембранного 

потенціалу мітохондрій порівняно з клітинами у моношаровій культурі. 

МСК в АМС демонструють сферичну форму, не мають міжклітинних 

контактів, не проліферують, однак здатні тривалий час підтримувати свою 

життєздатність на високому рівні. 

3. Встановлено, що зміни метаболічно-функціонального стану МСК, 

інкапсульованих в АМС, носять оборотний характер. МСК, вилучені зі 

складу АМС, здатні до адгезії, проліферації та індукованого 

мультилінійного диференціювання в умовах моношарового культивування. 

4. На основі експериментально визначеної осмотичної відповіді МСК в 

суспензії або у складі АМС з діаметром 200 мкм на 1 М розчин ДМСО з 

залученням математичного моделювання були розраховані коефіцієнти 

проникності для води та кріопротектору. З’ясовано, що осмотична реакція 

МСК у складі АМС уповільнена у порівнянні з відповіддю клітин у 

суспензії.  
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5. Із залученням розрахованих коефіцієнтів проникності цитоплазматичних 

мембран МСК для води та ДМСО були теоретично визначені швидкості 

охолодження до 40 °С у присутності 1 М ДМСО, при яких забезпечується 

дегідратація клітин, достатня для запобігання ушкоджень, пов’язаних із 

внутрішньоклітинною кристалізацією. Експериментально доведено, що 

кріоконсервування МСК у складі АМС під захистом 1 М ДМСО зі 

швидкостями охолодження 0,5 і 1 °C/хв забезпечує високу збереженість 

клітин. 

6. Виявлено, що інкапсуляція у АМС сприяє збереженню життєздатності, 

адгезивних властивостей та метаболічної активності МСК за умов 

короткострокового зберігання у культуральному середовищі за температур 

22 та 37 °С до 3-х діб на рівні 80-90 %. Зберігання у культуральному 

середовищі за температури 4 °С призводить до зниження життєздатності 

МСК як у суспензії, так і в складі АМС. 

7. Встановлено, що гіпотермічне зберігання при температурі 4 °С в розчинах 

ССР та UW дозволяє отримати високі показники збереження МСК як в 

суспензії, так і у складі АМС впродовж 7-и діб. При поверненні в умови 

моношарового культивування МСК, що зберігалися у середовищах ССР та 

UW протягом 7-и діб, були здатні до проліферації та індукованого 

диференціювання у адипо- та остеогенному напрямках. 
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