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Реферат: В огляді узагальнено дані щодо перспектив застосування ліофілізації як методичного підходу до збереження 
структурно-функціональних характеристик з метою довгострокового зберігання лейкоконцентрату кордової крові людини (ЛККЛ). 
Показано переваги методу ліофілізації порівняно з низькотемпературним зберіганням, природнім або тепловим висушу-
ванням. Розглянуто питання впливу фізико-хімічних факторів, які реалізуються на етапі ліофілізації, на структурно-функціо-
нальні характеристики клітин ЛККЛ. Обговорюється важливість таких чинників, як-от концентрація клітин, умови зберігання, 
залишкова вологість у забезпеченні збереження ліофілізованого матеріалу. У роботі проаналізовано дані щодо використання 
ліопротекторів та антиоксидантів в умовах ліофілізації та обговорюються питання безпеки використання методів доставлення 
ліопротекторів відносно геномного профілю  клітин.
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Abstract: The review summarizes data on the prospects of using lyophilization as a methodical approach to preserve structure 

and functions for a long-term storage of human cord blood leukoconcentrate (HCBL). The advantages of the freeze-drying compared 
to low-temperature storage, natural or thermal drying have been shown. The question of the impact of physical and chemical 
factors, which are implemented at the stage of lyophilization, on structure and functions of HCBL cells has been considered. 
The importance of such factors as cell concentration, storage conditions, residual moisture in ensuring the preservation of 
lyophilized material was disputed. The paper analyzes the data on the use of lyoprotectants and antioxidants during freeze-drying 
as well as discusses the safety of using lyoprotectant delivery methods in relation to the genomic profi le of cells. 
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Кордова (пуповинна) кров людини (ККЛ) 
завдяки своїм унікальним властивостям знайшла 
широке застосування в клінічній практиці під 
час лікування багатьох захворювань [7, 99]. Іс-
нує думка, що ККЛ за своїми структурно-функ-
ціональними характеристиками є проміжною 
ланкою між продуктами ембріофетоплацентар-
ного комплексу і компонентами дорослого ор-
ганізму людини [7]. Для ККЛ властива мінорна 
імуногенність, високий вміст стовбурових клітин 
різного ступеня потентності (стовбурові кро-
вотвірні клітини (СКК), мезенхімальних стовбу-
рових клітин (МСК) тощо) та комітованих 
клітин-попередниць [59], наявність збалансовано-
го комплексу біологічно активних речовин (БАР). 

Due to its unique properties, human cord 
(umbilical) blood has been widely used in 
clinical practice during the treatment of many 
diseases [30, 99]. There is an opinion that human 
cord blood (HCB) by its structural and functional 
traits, is an intermediate link between the products 
of the embryo-fetoplacental complex and the 
adult human body component [30]. HCB is 
characterized by minor immunogenicity, a high 
content of stem cells of various potency degrees 
(hematopoietic stem cells (HSCs), mesenchymal 
stem cells (MSCs), etc.) and committed pro-
genitor cells [54], the presence of a balanced 
combination of biologically active substances 
(BAS). An important issue is the absence of ethical 
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Важливою характеристикою ККЛ є відсутність 
етичних проблем під час отримання цього біома-
теріалу. У клінічній практиці використовують як 
цільну ККЛ, так і виділені з неї еритроцити, кліти-
ни лімфоїдного ряду, формені елементи стовбуро-
вого компартмента, а також плазму та сироватку 
[70]. Відомо, що застосування ККЛ та її компо-
нентів для корекції імунозапальних процесів при-
водить до зниження їх вираження та нормалізації 
показників імунного статусу [5, 13, 92]. Показа-
но, що лейкоконцентрат ККЛ (ЛККЛ), збагачений 
СКК та комітованими клітинами-попередницями, 
активізує процеси регенерації в умовах тканинної 
гіпоксії, викликаної порушенням мікроциркуля-
ції [42], покращує утилізацію кисню та сприяє 
відновленню системи антиоксидантного захисту 
під час лікування ішемічного інсульту [14]. У де-
яких роботах [1, 51] наводяться дані про те, що 
виділені з ККЛ стовбурові кровотвірні кліти-
ни застосовують як довгоживучі трансплантати 
у пацієнтів після променевої та хіміотерапії.

Важливою умовою успішного застосування 
ККЛ та її компонентів в експериментальній ро-
боті та клінічній практиці є забезпечення умов 
тривалого зберігання біоматеріалу у життєздат-
ному стані та можливості його використання за 
необхідності. Наразі для цього використовуються 
різні методичні підходи — низькотемпературне 
зберігання, ліофілізація, природне і теплове вису-
шування.

Для створення запасів замороженої ККЛ та її 
компонентів у світі існують низькотемператур-
ні банки цього матеріалу [6, 27, 45]. Проблемою 
зберігання ККЛ у низькотемпературному бан-
ку за умов ультранизьких температур (–196°С) 
є необхідність використання дорогого обладнання 
та рідкого азоту. При цьому виникають стрибки 
температури та ризик перехресної контамінації 
[23, 82].

В останнє десятиліття у науковій літературі 
активно обговорюється тема ліофілізації біо-
логічних об’єктів [38], зокрема і ККЛ [17]. Ліо-
філізація може бути перспективним методом 
довгострокового та економічного зберігання біо-
матеріалу, зокрема клітинної суспензії ЛККЛ. 
Ця технологія дозволяє зберігати ліофілізовані 
зразки в умовах холодильника при 4–8°C, а також 
нетривалий проміжок часу за кімнатної темпе-
ратури (до 25°C), що може спростити зберігання 
і транспортування зразків, знизити матеріальні 
витрати. Водночас застосування цієї технології 
вимагає перегляду наявних протоколів ліофі-
лізації ЛККЛ з метою підвищення збережен-
ня клітин. Для цього необхідне більш глибоке 
розуміння процесів, які забезпечують збере-

problems when obtaining this biomaterial. In 
clinical practice, both whole HCB and erythro-
cytes isolated from it, the lymphoid cells, formed 
elements of the stem compartment, as well as 
plasma and serum are used [66]. The use of HCB 
and its components to correct immune infl am-
mation is known to decrease their expression 
and normalization of immune status indices [34, 53, 
91]. It has been shown that HCB leukoconcentrate 
(HCBL), enriched with HSCs and committed 
progenitor cells, activates regeneration under 
tissue hypoxia caused by microcirculation distur-
bance [29], improves oxygen utilization and 
promotes restoration of the antioxidant defense 
system during the ischemic stroke treatment [55]. 
Some publications [2, 45] provide the data that 
hematopoietic stem cells isolated from HCB are 
used as long-lived transplants in the patients after 
radiation and chemotherapy. 

An important condition for the successful use 
of HCB and its components in experiments and 
clinical practice is to ensure the conditions for 
long-term storage of biomaterial in a viable state 
and the possibility of its usage if necessary. Currently, 
various methodical approaches are applied with 
this purpose, namely, low-temperature storage, 
freeze-drying, natural and thermal drying. 

To create the stocks of frozen HCB and its 
components, there are low-temperature banks of 
this material in the world [35, 14, 39]. The problem 
of the HCB storage at a low-temperature bank 
at ultra-low temperatures (–196°) is the need to 
use expensive equipment and liquid nitrogen. 
At the same time, there are temperature jumps 
and the risk of cross-contamination [10, 80].

In the last decade, the topic of freeze-drying of 
biological objects [25], in particular HCB [89], has 
been actively discussed in the scientifi c literature. 
Lyophilization can be a promising method of 
long-term and economic storage of biomaterial, in 
particular, cell suspension for HCBL. This technique 
enables to store the frozen-dried samples in a freezer 
at 4–8°C, as well as for a short period of time 
at room temperature (up to 25°C), that can simplify 
the storage and transportation of samples, reduce 
material costs. At the same time, the application 
of this technique requires a revision of the existing 
protocols of HCBL lyophilization to improve the 
cell preservation. With this aim, there is a need 
in a deeper understanding of the processes that 
ensure the preservation of the structure and functions 
of the HCBL cells in freeze-drying during their 
dehydration, as well as during the long-term storage 
in a lyophilized form, taking into account the terms 
and conditions. 
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ження структурно-функціональних характерис-
тик клітин ЛККЛ в умовах ліофілізації під час їх 
зневоднення, а також у процесі тривалого збері-
гання у ліофілізованому вигляді з урахуванням 
термінів та умов.

Використання методів природного та тепло-
вого висушування призводить до значних стресор-
них впливів на клітини, що пов’язано зі зміною 
їх об’єму, осмотичним тиском, зморщуванням 
мембранних органел, зміною активності фер-
ментів, збільшенням концентрації солей, змі-
ною в’язкості клітин та синтезом стрес-білків 
[19]. Тому застосування даних підходів зумов-
лює необхідність проведення додаткових екс-
периментальних досліджень перед їх можливим 
практичним застосуванням.

Короткий аналіз сучасних способів переведен-
ня клітин ККЛ в ангідробіоз шляхом ліофілізації 
або природної та теплової дегідратації

Високий функціональний потенціал і затре-
буваність ККЛ у біотехнологіях і клітинній те-
рапії передбачає наявність постійних її запасів, 
що може бути забезпечене за рахунок вико-
ристання клітин у стані ангідробіозу шляхом 
переведення їх в зневоднений стан. Для цьо-
го можливе застосування різних технологічних 
підходів висушування — із замороженого стану 
(ліофілізація) або шляхом природної чи теплової 
дегідратації.

Ліофілізація здійснюється в два етапи: пер-
винна сушка (сублімація) із замороженого стану 
та вторинна сушка (досушування). 

Первинна сушка проходить у середовищі, 
близькому до вакууму, після заморожування біо-
об’єкта при –10...–70ºС [2]. Цей технологічний 
етап дозволяє стабілізувати структуру клітин та 
суттєво збільшити термін їх зберігання. Видалення 
води з біооб’єкта на цьому етапі відбувається 
в камері субліматора за температури й тиску 
нижче її потрійної (нонваріантної) точки, тобто 
0,0098°С та 4,6 мм рт. ст. (610,6 Па). Субліма-
ція починається після того, як зразок перейде 
у склоподібний стан за рахунок підведення 
до біооб’єкта енергії для компенсації питомої 
теплоти плавлення. Рушійною силою субліма-
ційного сушіння є різниця парціальних тисків 
пари у поверхні матеріалу та навколишньому се-
редовищі [79].

Етап вторинної сушки характеризується ско-
роченням інтенсивності вологовиділення. Цей 
етап поділяють на дві фази. Перша — це випа-
ровування незамороженої води, коли ще весь 
лід сублімувався в матеріалі. Друга фаза почи-
нається з моменту видалення всієї замороженої 

The use of natural and thermal drying methods 
leads to signifi cant stressful eff ects on cells, that 
is associated with a change in their volume, os-
motic pressure, shrinkage of membrane organelles, 
a change in the activity of enzymes, a rise in the 
concentration of salts, a change in the viscosity 
of cells and the synthesis of stress proteins [4]. 
Therefore, the use of these approaches neces-
sitates additional experimental studies before their 
possible practical application.

Brief analysis of modern methods of transferring 
HCB cells to anhydrobiosis by lyophilization or 
natural and thermal dehydration 

The high functional potential and demand 
of HCB in biotechnologies and cell therapy 
presupposes the availability of its constant reserves, 
that can be ensured by using cells in a state of 
anhydrobiosis by transferring them to a dehydrated 
state. For this purpose, it is possible to use diff erent 
technological approaches of drying, i. e. from 
a frozen state (lyophilization) or by natural or 
thermal dehydration. 

Lyophilization is carried out in two stages: 
primary drying (sublimation) from the frozen 
state and secondary drying (drying itself). Primary 
drying takes place in an environment close to 
vacuum, after freezing the biological object at 
–10...–70ºС [3]. This technological stage allows 
the stabilization of the cell structure and signifi -
cantly increase their shelf life. At this stage 
water is removed from the biological object in the 
sublimator chamber at a temperature and pressure 
below its triple (nonvariant) point, i. e. 0.0098°C 
and 4.6 mmHg (610.6 Pa). Sublimation begins 
after the sample changes to a vitreous state due 
to the energy supply to the bioobject to compen-
sate for the specifi c heat of fusion. The driving 
force of sublimation drying is the diff erence 
in the partial pressures of the steam at the ma-
terial surface and the surrounding environment 
[76].

The stage of secondary drying is characterized 
by a reduced intensity of moisture release. This 
stage is divided into two phases. The fi rst is the 
evaporation of unfrozen water, when all the ice 
was sublimated in the material. The second phase 
begins with the removal of all frozen and un-
frozen water. Up to this point, the product is 
a material with the pores released of ice and a 
highly branched structure of the dry skeleton 
[9]. 

A specifi c value in freeze-drying of cell 
suspensions is attributed to the drying temperature. 
S.S. Buchanan et al. [15] reported that the tempe-
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та незамороженої води. До цього моменту про-
дукт являє собою матеріал з порами, що звільни-
лися від льоду, і дуже розгалуженою структурою 
сухого скелета [4].

Важливе значення в умовах ліофілізації 
клітинних суспензій приділяється температурі 
досушування. У роботі S.S. Buchanan та співавт. 
[28] показано, що температура, за якої проводи-
лось досушування, суттєво вплинула на коло-
нієутворюючу активність клітин ККЛ. Так, було 
встановлено, що застосування досушування 
ККЛ при 5°C призводило до зниження показни-
ка формування колоній — BFU-E (burst-forming 
unit-erythroid, бурстутворююча одиниця ерит-
роцитів) і CFU-GM (colony-forming unit — Granu-
locyte Monocyte, колонієутворююча одиниця гра-
нулоцитів і моноцитів) у 1,86 та 1,22 рази відпо-
відно порівняно зі свіжовиділеними клітинами. 
При більш високих температурах досушування 
(10, 15 і 20ºC), спостерігається більш вираже-
не зниження кількості колоній: BFU-E у 1,87–
1,9 раза, CFU-GM — у 1,57–1,86 раза.

Порушення структурно-функціонального по-
тенціалу клітин ЛККЛ після ліофілізації обу-
мовлює необхідність удосконалення самої ме-
тодології та методичних підходів реалізації 
ліофільної сушки. У цьому може допомогти 
детальніший розгляд вироблених у процесі ево-
люційного розвитку живої природи захисно-
адаптаційних реакцій організмів в умовах дефі-
циту води. Відомо, що в таких умовах у рослин 
та нижчих тварин розвивається стан ангідро-
біозу, що трактується як форма спокою тварин, 
за якої тимчасово відсутні зовнішні прояви 
життя, зменшується метаболізм, затримується 
розвиток. Такі організми повертаються у фізіо-
логічний стан протягом кількох хвилин чи го-
дин після появи у середовищі води [56]. Здат-
ність до ангідробіозу була виявлена в різних 
таксонах, включаючи бактерії, дріжджі, безхре-
бетних тварин та рослин [31]. У цих біооб’єктів 
у процесі переходу до стану ангідробіозу відзна-
чається накопичення таких цукрів, як трегалоза 
або сахароза [24]. У сухому стані ці цукри утво-
рюють високов’язку склоподібну масу, яка необ-
хідна для стабілізації клітинних мембран [37]. 
Показано, що ангідробіоти для перебування 
у висушеному стані використовують різні за-
хисні білки, наприклад, білки пізнього ембріо-
генезу (LEA-білки, від англ. Late Embryogenesis 
Abundant), білки теплового шоку (HSPs, Heat 
Shock Proteins), білки антиоксидантної системи 
або транспортні білки [24].

У літературі зустрічаються поодинокі дані 
про успішне висушування в природних умовах 

rature at which drying was carried out, signifi cantly 
aff ected the colony-forming activity of HCB 
cells. Thus, it was established that the use of HCB 
drying at 5°C led to a decreased colony forma-
tion – BFU-E (burst-forming unit-erythroid) and CFU-
GM (colony-forming unit – Granulocyte Monocyte) 
by 1.86 and 1.22 times, respectively, compared 
to freshly isolated cells. At higher drying tempe-
ratures (10, 15 and 20ºC), a more pronounced 
decrease in the number of colonies is observed: 
BFU-E by 1.87–1.9 times, CFU-GM by 1.57–
1.86 times. 

Disordered structural and functional potential 
of HCBL cells after lyophilization necessitates 
the improvement of the methodology itself and 
methodical approaches to the implementation of 
lyophilization. This can be accomplished by a more 
detailed consideration of the protective and adaptive 
responses of organisms in water shortage emerged 
during the process of evolutionary development of 
living nature. It is known that in such conditions, 
plants and lower animals develop a state of anhy-
drobiosis, which in animals is interpreted as a 
quiescent state, at which external manifestations of 
life are temporarily absent, metabolism decreases, 
and development is delayed. Such organisms 
return to their physiological state within a few mi-
nutes or hours after appearing in the water environ-
ment. [50]. The capacity for anhydrobiosis has been 
found in various taxa, including bacteria, yeasts, 
invertebrates, and plants [18]. In these bioobjects, 
during transition to the state of anhydrobiosis, 
the sugars, such as trehalose or sucrose [11] are 
accumulated. In a dry state, these sugars form a 
highly viscous vitreous mass, which is necessary for 
the stabilization of cell membranes [24]. Anhydro-
biotics have been shown to use various pro-
tective proteins to stay in a dried state, for example, 
Late Embryogenesis Abundant proteins (LEA 
proteins), heat shock proteins (HSPs), proteins of
the anti-oxidant system, or transport proteins
[11].

In published reports there are poor data on 
successful drying of human cells under natural 
conditions. There are data on the possible short-term 
storage of human fi broblasts in a dried state [78]. 
Z. Huang et al. [44] during the study of the pos-
sibility of drying in natural conditions of the human 
embryonic kidney cells (HEKCs) found that these 
cells were not resistant to air drying and perceived 
this factor as a stressor. In such conditions, HEKCs 
respond by changes in the regulation of intra-
cellular processes, namely activation of MAPK 
signaling pathways – c-Jun N-terminal kinase (JNK) 
and p38. In turn, this leads to the development 
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клітин людини. Є дані про можливе коротко-
часне зберігання у висушеному стані фіброб-
ластів людини [80]. Z. Huang та співавт. [50] під 
час дослідження можливості висушування в при-
родних умовах клітин ембріональної нирки 
людини (КЕНЛ) встановили, що ці клітини не 
є стійкими до висушування на повітрі та сприй-
мають цей фактор як стресорний. У таких умо-
вах КЕНЛ відповідають змінами регуляції 
внутрішньоклітинних процесів, а саме актива-
цією MAPK-сигнальних шляхів — c-Jun N-
термінальної кінази (JNK) та p38. У свою чергу, 
це призводить до розвитку апоптотичних про-
цесів у цих клітинах, які не здатні витримати 
висушування на повітрі більше ніж кілька годин.

Останнім часом були проведені дослід-
ження, які дають нове уявлення про функції 
сигнальних шляхів MAPK (р38 та JNK) у кон-
тролі балансу аутофагії та апоптозу у відповідь 
на генотоксичний стрес [98]. Можна припусти-
ти, що викликаний висушуванням КЕНЛ каскад 
реакцій на стрес, що розвивається, є універсаль-
ною відповіддю клітин ссавців, зокрема і клітин 
ККЛ. Водночас показано [77], що після висушу-
вання в умовах теплового стресу (42ºС) транс-
крипційна відповідь клітин людини відрізняється 
від відгуку мікроорганізмів, наприклад дріжджів 
Saccharomyces cerevisiae. Так, в культурах, що 
перевиваються, клітин HeLa S3 (аденокарци-
нома шийки матки), нормальних диплоїдних 
фібробластах легень, клітинах K-562 (пухлин-
ні клітини мієлолейкозу) на тепловий стрес 
відповідають 123 гена, у той час як у дріжджів — 
1042.

Слід зазначити, що, незважаючи на відсут-
ність у клітин ссавців толерантності до вису-
шування на повітрі, у них запускаються складні 
сигнальні каскади, які, з одного боку, спрямовані 
на забезпечення їхнього виживання, а з іншо-
го — можуть призвести до загибелі. У зв’язку 
з цим маніпулювання елементами сигнальних 
каскадів, які відповідають за життєздатність 
або загибель клітини разом з наданням відпо-
відних захисних засобів чи трансфекції генів 
(екзогенно доставляються у клітину), може за-
безпечити ефективну ангідробіотичну генну 
інженерію чутливих до висушування клітин [50].

Таким чином, висушування на повітрі має 
перевагу перед ліофілізацією через простоту та 
вищу енергоефективність. Однак висушуван-
ня на повітрі чинить значний стресорний вплив 
на клітини, тому як більш щадний спосіб збері-
гання може розглядатися ліофілізація, оскіль-
ки завдяки етапу заморожування вона допома-
гає уникнути ушкоджень, що відбуваються під 

of apoptotic processes in these cells, which are 
unable to withstand air drying for more than a few 
hours.

Recently, studies have been conducted that 
provide new insights into the functions of MAPK 
signaling pathways (p38 and JNK) in controlling 
the balance of autophagy and apoptosis in response 
to genotoxic stress [98]. It can be assumed that the 
developing cascade of reactions to stress caused 
by the drying of HEKCs is a common response of 
mammalian cells, in particular, HCB ones. At the 
same time, it was shown [73] that after drying under 
heat stress (42ºС), the transcriptional response of 
human cells diff ered from that of microorganisms, 
for example, the yeast Saccharomyces cerevisiae. 
Thus, in transplanted cultures of HeLa S3 cells 
(cervical adenocarcinoma), normal diploid lung 
fi broblasts, K-562 cells (myelogenous leukemia 
tumor cells), 123 genes respond to heat stress, 
while in yeast that was 1042. 

It should be noted that, despite the lack of 
tolerance to air drying in mammalian cells, complex 
signaling cascades are triggered in them, that , on the 
one hand, are aimed at ensuring their survival, and 
on the other hand, can lead to death. In this regard, 
manipulation of elements of signaling cascades 
responsible for cell viability or death together with 
the provision of appropriate protective agents or 
gene transfection (delivered exogenously to the 
cell) can provide eff ective anhydrobiotic genetic 
engineering of desiccation-sensitive cells [44].

Therefore, air drying is preferred over freeze-
drying because of its simplicity and higher energy 
effi  ciency. However, air drying has a signifi cant 
stressful eff ect on cells, so lyophilization can be 
considered as a more gentle storage method, as 
it helps to avoid the damage that occurs during 
drying, due to the freezing step. To create optimal 
lyophilization protocols, a detailed study of the 
infl uence of factors that ensure the preservation of the 
structure and functions of cells at all stages of this 
process, as well as during their long-term storage, is 
necessary.

Resistance of cells to physical and chemical 
factors implemented during freeze-drying 

When lyophilizing cells, the drying is pre-
ceded by freezing, that can be an additional factor 
that leads to cell death. In this regard, investigation 
of the infl uence of physical and chemical factors 
implemented at the stages of cell freezing is a ne-
cessary component of creating optimal lyophili-
zation protocols. 

The rate of freezing is known to aff ect the size 
and morphological characteristics of the ice 
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час висушування. Для створення оптимальних 
протоколів ліофілізації необхідне детальне вив-
чення впливу факторів, що забезпечують збе-
реження структурно-функціональних характе-
ристик клітин на всіх етапах цього процесу, 
а також під час їх тривалого зберігання.

Стійкість клітин до фізико-хімічних фак-
торів, що реалізуються під час ліофілізації

При ліофілізації клітин процесу висушу-
вання передує заморожування, яке може бути 
додатковим фактором, що призводить до заги-
белі клітин. У зв’язку з цим дослідження з впли-
ву фізико-хімічних факторів, що реалізуються 
на етапах заморожування клітин, є необхідним 
компонентом створення оптимальних протоколів 
ліофілізації.

Відомо, що швидкість заморожування впли-
ває на розміри і морфологічні характеристики 
кристалів льоду, які формуються. Це впливає на 
життєздатність клітин [11, 21]. Підтвердженням 
цієї тези є дані D. Natan та співавт. [78] про ліо-
філізацію мононуклеарних клітин (МНК) ККЛ. 
Дослідники змінювали швидкість та отримува-
ли МНК ККЛ з різними показниками збереже-
ності. Збереженість була найбільшою після ліофі-
лізації клітин із швидкістю формування льоду 
0,2 мм/с. При даній швидкості 25% клітин мали 
цілісну мембрану, у той час як при швидкості 
0,02 та 2,00 мм/с кількість таких клітин станови-
ла 18 та 9% відповідно. У роботі Є.О. Гордієнко 
і співавт. [11] показано, що за низької швидкості 
формування льоду (0,02 мм/с) відбувається ос-
мотичне зневоднення клітин, у результаті якого 
збільшується концентрація внутрішньоклітин-
них речовин. Це, у свою чергу, може призвести 
до денатурації розчинних білків та пошкоджен-
ня мембранних структур. З іншого боку, при ви-
сокій швидкості формування льоду (2 мм/с) об’єм 
незамороженої фракції рідини більший і ймо-
вірність внутрішньоклітинного формування льо-
ду зростає, оскільки вода не встигає дифунду-
вати з клітини в процесі заморожування [3, 11, 73]. 
О.І. Гордієнко та співавт. [43] запропонували алго-
ритм для оцінки оптимальної швидкості заморо-
жування на лінійній моделі заморожування окре-
мих клітинних суспензій залежно від показ-
ників клітин.

У літературі є повідомлення про кріокон-
сервування різних типів клітин людини у поєд-
нанні із застосуванням електромагнітного поля 
[58]. Даний метод заснований на здатності ста-
тичних та осцилюючих електричних та магніт-
них полів впливати на кристалоутворення льо-
ду. Попри те, що електромагнітні поля потуж-

crystals being formed. This has an infl uence on cell 
viability [6, 36]. This is confi rmed by the data of 
D. Natan et al. [74] about lyophilization of mono-
nuclear cells (MNCs) of HCB. The researchers 
changed the rate and obtained HCB MNCs with 
diff erent indices of preservation. Preservation 
was the highest after lyophilization of cells with 
an ice formation rate of 0.2 mm/s. At this rate, 25% 
of cells had an intact membrane, while at 0.02 and 
2.00 mm/s, the number of such cells was 18 and 9%, 
respectively. In the research of E. O. Gordiyenko 
et al. [36] it was shown that at a low rate of ice 
formation (0.02 mm/s) osmotic dehydration of 
cells occurred, as a result of which the concent-
ration of intracellular substances increased. This, 
in turn, can lead to denaturation of soluble proteins 
and damage to membrane structures. On the other 
hand, at a high rate of ice formation (2 mm/s), the 
volume of the unfrozen liquid fraction is larger 
and the probability of intracellular ice formation 
increases, since water does not have time to diff use 
from the cell during the freezing process [8, 36, 
69]. O.I. Gordiyenko [37] proposed an algorithm 
for estimating the optimal freezing rate based on 
a linear model of freezing the individual cell 
suspensions depending on the cell parame-
ters.

There are published reports about cryopreser-
vation of various types of human cells in combination 
with the use of an electromagnetic fi eld [52]. This 
method is based on the ability of static and oscil-
lating electric and magnetic fi elds to infl uence 
ice crystal formation. Despite the fact that 
electromagnetic fi elds with a power of 50 Hz induce 
the formation of reactive oxygen species in cells, as it 
was reported by M. Lupke et al. [62] as exemplifi ed 
by HCB cells, the use of a magnetic fi eld of the same 
power when freezing bone marrow, on the contrary, 
ensures high preservation of cells. Cryopreser-
vation of dental pulp stem cells by means of a 
programmed freezer using a magnetic fi eld with 
a frequency of 60 Hz preserved (73.2 ± 5.1)% 
of viable cells, and (56.8 ± 1.3)% without it [56]. 
These data extend the range of technical means 
that can be used to improve the quality of 
lyophilization of biological objects, in particular, 
HCB.

Other factors determining the preservation of cells 
during freeze-drying 

Among the factors that determine the preser-
vation of cells after lyophilization, the initial 
concentration of cells in the suspension also aff ects 
this index. The highest resistance of HCB cells to 
damaging factors of lyophilization was obtained 
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ністю 50 Гц індукують утворення активних 
форм кисню в клітинах, як це було показано у ро-
боті M. Lupke та співавт. [66] на прикладі клітин 
ККЛ, використання магнітного поля такої ж по-
тужності при заморожуванні кісткового мозку, 
навпаки, забезпечує високе збереження клітин. 
Кріоконсервування стовбурових клітин зубної 
пульпи на програмному заморожувачі з вико-
ристанням магнітного поля частотою 60 Гц 
зберігало (73,2 ± 5,1)% життєздатних клітин, 
а без нього — (56,8 ± 1,3)% [60]. Ці дані роз-
ширюють спектр технічних засобів, які мож-
на використовувати для підвищення якості 
ліофілізації біологічних об’єктів, зокрема і 
ККЛ.

Інші фактори, що визначають збереження 
клітин при ліофілізації

Серед факторів, що визначають збережен-
ня клітин після ліофілізації, вихідна концен-
трація клітин у суспензії також впливає на цей 
показник. Найбільша стійкість клітин ККЛ до уш-
коджуючих факторів ліофілізації була отри-
мана при концентрації (2,5·106 ± 0,3·106) кл/мл 
і становила (69,28 ± 17,1)% від нативу [78]. Зі 
збільшенням концентрації клітин спостеріга-
лося зниження їх кількості після ліофілізації. 
Так, при підвищенні концентрації клітин у су-
спензії до (5·106 ± 0,3·106) кл/мл збереженість 
клітин знизилася до (57,01 ± 14,1)%, а при 
підвищенні до (8·106 ± 0,2·106) кл/мл — зменши-
лася до (55,9 ± 5,3)%. Це відповідає висновкам 
D. Natan та співавт. [78]: чим вища кон-
центрація клітин у суспензії, тим вища їх агрега-
ція, що також впливає на збереження ККЛ після 
ліофілізації. Важливим є те, що різні типи клітин 
ККЛ по-різному реагують на стрес під час ліо-
філізації [28, 64].

Успіх застосування методу ліофілізації бага-
то в чому також залежить від умов подальшого 
зберігання ліофілізованих клітин. Так, зберіган-
ня ліофілізованих клітин ККЛ в умовах холо-
дильника (4ºС) забезпечувало краще збереження, 
ніж зберігання за кімнатної температури [78]. 
Крім того, ліофілізовані клітини, як правило, 
необхідно зберігати у темряві, оскільки в умо-
вах світла їхнє виживання різко знижується [15]. 
На думку авторів, це пов’язано з вільними ра-
дикалами, що утворюються під впливом світла 
(окислювальним стресом). Їх дія може призво-
дити до пошкодження клітин через однониткові 
розриви ДНК.

Не менш важливим фактором, що забезпечує 
збереження ліофілізованого матеріалу, є залиш-
кова вологість. Вважають, що клітини тварин 

at a concentration of (2.5·106 ± 0.3·106) cells/ml 
and was (69.28 ± 17.1)% of the native [74]. With 
an increase in the concentration of cells, a decrease 
in their number after lyophilization was observed. 
Thus, when the concentration of cells in the sus-
pension was increased to (5·106 ± 0.3·106) cells/
ml, cell survival decreased to (57.01 ± 14.1)%, and 
when it was increased to (8·106 ± 0.2·106) cells/ml 
that was decreased to (55.9 ± 5.3)%. This corres-
ponds to the conclusions of D. Natan et al. [74] 
that the higher the concentration of cells in the 
suspension, the higher their aggregation, which 
also aff ects the preservation of HCB after 
lyophilization. Importantly, diff erent types of HCB 
cells respond diff erently to stress during lyophili-
zation [15, 60]. 

The successful freeze-drying largely depends 
on the conditions of further storage of lyophilized 
cells. Thus, storage of lyophilized HCB cells in 
a refrigerator (4ºС) ensured higher preservation 
than storage at room temperature [74]. In addition, 
lyophilized cells, as a rule, must be stored in the 
dark, since their survival is dramatically reduced 
under light conditions [75]. The authors believe that 
it results from the formation of free radicals under 
the infl uence of light (oxidative stress). Their 
action can lead to cell damage because of the DNA 
single-strand breaks.

Residual moisture is an equally important fac-
tor that ensures the preservation of lyophilized 
material. It is believed that animal cells are not 
able to withstand drying with less than 5% 
residual moisture [77]. Storage temperature is 
more crucial than a residual moisture. High 
temperature is particularly unfavorable: the higher 
it is, the worse the survival of, for example, 
microorganisms [61]. 

Thus, in order to preserve the structure and 
functions of HCB cells, it is necessary to develop 
lyophilization methods taking into account the 
optimal drying mode. However, even under 
optimal lyophilization conditions, the loss of 
cell viability may be associated with irrever-
sible changes due to the formation of free radicals 
[78]. 

Protectants used in lyophilization of mammalian 
cell suspensions 

To ensure the protection of cells sensitive to 
dehydration from the harmful factors of lyophili-
zation, various protective substances are used – 
lyoprotectants (in particular, proteins) and polyhy-
droxy compounds (sugars, polyalcohols and their 
derivatives, etc.). A number of lyoprotective sub-
stances used for lyophilization and their 
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не витримують висушування менше ніж з 5% за-
лишкової вологості [16]. Важливішою за залиш-
кову вологість є температура зберігання. Особ-
ливо несприятливою є висока температура: чим 
вона вище, тим гірше виживання, наприклад, 
мікроорганізмів [65].

Таким чином, для збереження структурно-
функціональних характеристик клітин ККЛ 
необхідно розробляти методи ліофілізації з ура-
хуванням оптимального режиму висушування. 
Однак, навіть за оптимальних умов ліофілізації, 
втрата життєздатності клітин може бути пов’я-
зана з незворотними змінами внаслідок утво-
рення вільних радикалів [80].

Протектори, які застосовуються при ліофілі-
зації суспензії клітин ссавців

Для забезпечення захисту чутливих до зне-
воднення клітин від ушкоджуючих факторів 
ліофілізації застосовують різні захисні речо-
вини — ліопротектори (зокрема, білки) та полі-
гідроксисполуки (цукри, поліспірти та їх похід-
ні тощо). Низка ліопротекторних речовин, які 
застосовуються для ліофілізації, і механізм 
їх дії представлено у таблиці.
Цукри. На даний час існують дві основні 

гіпотези, що пояснюють захисну дію цукрів під 
час висушування клітин методом ліофілізації. 
Згідно з першою [74], при висушуванні клітин 
цукри замінюють воду, що взаємодіє з поляр-
ними або зарядженими групами біомолекул 
через прямі водневі зв’язки. При цьому цукри 
стабілізують нативну структуру фосфоліпідів 
та білків у мембранах без води. Друга гіпо-
теза [95] передбачає, що цукри забезпечують 
склоподібний стан як цитоплазми, так і позаклі-
тинного середовища, запобігаючи денатурації 
або механічному пошкодженню мембран клітин 
та її компонентів.

Найбільш відомими, властивими майже всім 
тваринам-ангідробіотам [31] і часто застосо-
ваними під час ліофілізації цукрами є невід-
новлюючі дисахариди — трегалоза і сахаро-
за [34]. Вони менш реакційні, ніж відновлюючі 
моносахариди або дисахариди, такі, наприклад, 
як мальтоза. Ці цукри є кращими протекторами 
при ліофілізації    біооб’єктів, як-от спермато-
зоїди [52], бактерії [72], клітини кордової крові 
[96]. У той же час, в літературі є дані [35] про 
те, що відновлюючі моносахариди або дисахари-
ди,  наприклад, мальтоза, є ефективним ліопро-
тектором для ретикулінових волокон. Однак при 
зберіганні клітин у висушеному стані необхідно 
враховувати, що мальтоза має високу реакційну 
здатність [57].

mechanism of action are presented in the 
Table.

Sugars. Currently, there are two main hypotheses 
explaining the protective eff ect of sugars during 
drying of cells by lyophilization. According to the 
fi rst [70], when drying cells, sugars replace water, 
which interacts with polar or charged groups of 
biomolecules through direct hydrogen bonds. At 
the same time, with no water sugars stabilize the 
native structure of phospholipids and proteins in 
membranes. The second hypothesis [94] suggests 
that sugars provide a glassy state of both the 
cytoplasm and the extracellular medium, pre-
venting denaturation or mechanical damage 
to cell membranes and their components.

The most well-known sugars characteristic of 
almost all anhydrobiotic animals [18] and often 
used during lyophilization are the non-reducing 
disaccharides, namely trehalose and sucrose [21]. 
They are less reactive than reducing monosaccha-
rides or disaccharides such as maltose. These 
sugars are the best protecting agents during 
lyophilization of biological objects such as sper-
matozoa [46], bacteria [68], cord blood cells [95]. 
At the same time, there are published data [22] 
that reducing monosaccharides or disaccharides, 
for example, maltose, are eff ective lyoprotectants 
for reticulin fi bers. However, when storing cells 
in a dried state, it must be taken into account that 
maltose has a high reactivity [51]. The use of 
trehalose as a lyoprotectant turned out to be more 
promising compared to other protecting agents 
due to its physical and chemical properties. So, 
trehalose has a radius of hydration 2.5 times 
larger than that of sucrose. Therefore, 2.5 times more 
sucrose than trehalose should be used to protect 
the protein in cells [86]. Unlike sucrose, trehalose 
interacts more actively with water and proteins 
[58]. It is able to displace water molecules 
bound to carbonyl groups in the phospholipid 
bilayer of the cell membrane [63]. Trehalose has 
antioxidant properties [43].

R. Brogna et al. [13] have demonstrated that 
plasma samples frozen-dried with trehalose or 
sucrose had a glass transition temperature (Tg) 
higher than room temperature ((72 ± 3.4)°C and 
(46 ± 11)°C, respectively). Such samples will be in 
a glassy state when stored in ambient conditions, 
that reduces the degree of protein aggregation and 
oxidative damage over time. For trehalose, unlike 
sucrose, there is a large diff erence between storage 
temperature and Tg, that may be more benefi cial 
when stored under suboptimal conditions. It is 
also known that trehalose, unlike sucrose, is more 
resistant to hydrolysis to reducing monosaccharides 
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Клас сполук 
Class of compounds

Назва 
Name 

Механізм дії 
Mechanism of action 

Цукри 
Sugars

Трегалоза, мальтоза [35], рафіноза [37] 
Trehalose, maltose [22], raffinose [24] 

Цукри, що забезпечують захист клітинної та макромолекулярної 
структури за рахунок видалення води та формування склоподібно-
го матриксу в цитоплазмі. Цукри можуть знижувати температуру 
плавлення ліпідів мембрани, інгібувати злиття мембран і ста-

блілізувати їх 
Sugars that protect cell and macromolecular structure by removing 
water and forming a vitreous matrix in the cytoplasm. Sugars can 

lower the melting temperature of membrane lipids, inhibit membrane 
fusion and stabilize them

Протеїни 
Proteins

Білки пізнього ембріогенезу [24, 46, 54]
Proteins of late embryogenesis [11, 48, 40] 

Високо гідрофільні та неструктуровані протеїни, які набувають 
вторинної структури під час висушування. Захищають клітини від 
висихання шляхом зменшення агрегації денатурованих білків; ста-
білізують білки клітини за рахунок шапероноподібної активності, 
захищають мембрани клітин; стабілізують вітрифіковані цукри, 
збільшують температуру склування (Tg); секвеструють двовалент-
ні іони, що синергічно взаємодіють з іншими ліопротекторами, 

наприклад з трегалозою
Highly hydrophilic and unstructured proteins that acquire a 

secondary structure during drying. Protect cells againt drying-out 
by reducing the aggregation of denatured proteins; stabilize cell 
proteins due to chaperone-like activity, protect cell membranes; 

stabilize vitrified sugars, increase the glass transition temperature 
(Tg); sequester the divalent ions that synergistically interact with 

other lyoprotectants, for example, with trehalose

Білки TDPs [24, 68]; білки теплового шоку 
Hsр72, р26 [75] 

Proteins TDPs (tardigrade-specific intrinsically 
disordered proteins) [11, 64]; heat shock 

proteins (Hsp) Hsр72, p26 [71]

Виявляють шаперонну активність, запобігаючи агрегації протеїнів. 
Захищають мембрани клітин

They show chaperone activity, preventing protein aggregation. 
Protect cell membranes

Ангідрин [63] 
Anhydrin [59]

Високогідрофільний та неструктурований протеїн.
Діє в умовах ангідробіозу як:

- шаперон, за рахунок створення електростатичних та/або сте-
ричних перешкод, які дозволяють уникати агрегації денатурованих 

протеїнів у ядрі;
- ендонуклеаза, яка може бути включена в процеси репарації уш-
коджень ДНК, викликаних висушуванням під час ангідробіозу

Highly hydrophilic and unstructured protein. 
Acts in anhydrobiosis as: 

- a chaperone, due to the creation of electrostatic and/or steric 
hindrances that allow to avoid the aggregation of denatured proteins 

in the nucleus;
 - an endonuclease that can be involved in the repair of DNA 

damage caused by drying during anhydrobiosis

Інші речовини 
Other substances 

Гідроксиетил-крохмаль [8] 
Hydroxyethyl starch [31]

Інгібує злиття між мембранами. Було показано, що комбінація 
глюкози та HES може збільшити толерантність до висушування 
Inhibits fusion between membranes. It has been shown that the 

combination of glucose and HES can increase desiccation tolerance 

Пролін [32] 
Proline [19]

Може бути осмопротекторною амінокислотою. Передбачається, 
що пролін може бути стабілізатором мембрани і протеїнів, може 
редукувати температуру плавлення (Tm) ДНК і виявляти антиокси-

дантні властивості 
Can be an osmoprotective amino acid. It is assumed that proline 
can be a membrane and protein stabilizer, can reduce the melting 

temperature (Tm) of DNA and exhibit antioxidant properties

Знежирене молоко [86] 
Skimmed milk [84]

Стабілізує клітинну стінку та цитоплазматичну мембрану, зв’язує 
позаклітинну воду, бере участь у дегідратації клітин. БАР, що 
містяться у знежиреному молоці, забезпечують регенеративні 

процеси після регідратації
Stabilizes the cell wall and cytoplasmic membrane, binds 

extracellular water, participates in cell dehydration. Bioactive 
substances contained in skimmed milk provide regenerative 

processes after rehydration 

Список ліопротекторних молекул та механізм їх дії 
List of lyoprotective molecules and their mechanism of action 
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Застосування трегалози як ліопротектора 
виявилося перспективнішим порівняно з ін-
шими протекторами у зв’язку з її фізико-хіміч-
ними властивостями. Так, у трегалози, радіус 
гідратації в 2,5 рази більший, ніж у сахарози. 
Отже, для забезпечення захисту білка в клі-
тинах потрібно використовувати в 2,5 рази біль-
ше сахарози, ніж трегалози [88]. Трегалоза, 
на відміну від сахарози, активніше взаємодіє 
з водою і білками [62]. Вона здатна витісняти 
молекули води, зв’язані з карбонільними група-
ми у фосфоліпідному подвійному шарі клітин-
ної мембрани [67]. Трегалоза має антиоксидантні 
властивості [49].

У роботі R. Brogna та співавт. [26] показано, 
що зразки плазми, висушені виморожуванням 
з трегалозою або сахарозою, мають температуру 
склування (Tg) вищу за кімнатну ((72 ± 3,4)°C 
і (46 ± 11)°C відповідно). Такі зразки будуть 
у склоподібному стані при зберіганні в умовах 
навколишнього середовища, що знижує ступінь 
агрегації білків та окисного пошкодження з ча-
сом. Для трегалози, на відміну від сахарози, іс-
нує велика різниця між температурою зберігання 
та Tg, що може бути кориснішим при зберіганні 
в субоптимальних умовах. Відомо також, що тре-
галоза, на відміну від сахарози, більш стійка до 
гідролізу до відновлюючих моносахаридів [31]. 
У зв’язку з цим, використання як ліопротекто-
ра трегалози більш прийнятне порівняно з саха-
розою в тому випадку, коли потрібне зберігання 
ліооб’єктів у висушеному стані тривалий час. 
Проте S.B. Lee та співавт. [61] у якості ліопро-
тектора при ліофілізації бактеріальних культур 
використовували сахарозу.
Білки. Відомо, що безхребетні тварини для за-

безпечення виживання при ангідробіозі з цукра-
ми використовують речовини білкової природи. 
Найбільш поширеними з них є білки-шаперо-
ни — білки теплового шоку (heat shock proteins, 
HSPs), а також білки пізнього ембріогенезу (Late 
Embryogenesis Abundant, LEA). Шаперони віді-
грають важливу роль у білковому гомеостазі 
(протеостазі), забезпечуючи підтримку балан-
су білкового синтезу, фолдингу, перенесення, 
складання, дезагрегації та деградації білка для 
правильної клітинної функції у фізіологічних 
та стресорних умовах.

T. Mizrahi та співавт. [75] показали, що у зем-
ляного равлика Theba pisana експресія невеликих 
за розміром HSPs тісно пов’язана зі стійкістю до 
стресу, включаючи толерантність до висихання. 
Ймовірно, у цих тварин шаперонна активність 
такого типу білків може пом’якшувати згубні 
наслідки, пов’язані зі зневодненням.

[18]. In this regard, the use of trehalose as a 
lyoprotectant is more acceptable compared to 
sucrose if it is necessary to store lyoobjects in 
a dried state for a long time. However, S.B. Lee 
et al. [57] used sucrose as a lyoprotectant during 
lyophilization of bacterial cultures. 

Proteins. It is known that invertebrate animals 
use protein substances to ensure survival in 
anhydrobiosis with sugars. The most common 
of them are chaperone proteins, i. e. heat shock 
proteins (HSPs), as well as late embryogenesis 
proteins (Late Embryogenesis Abundant, LEA). 
Chaperones play an important role in protein 
homeostasis (proteostasis), providing mainte-
nance of the balance of protein synthesis, fol-
ding, transfer, assembly, disaggregation, and pro-
tein degradation for proper cell function under 
physiological and stressful conditions. 

T. Mizrahi et al. [71] showed that in the land 
snail Theba pisana, the expression of small HSPs 
was closely related to resistance to stress, including 
tolerance to desiccation. Probably, in these 
animals, the chaperone activity of this type 
of protein can mitigate the deleterious eff ects 
associated with dehydration.

It is interesting that the use of HSPs under the 
stressful eff ect of lyophilization on cells leads 
to their increased viability due to the blockade of 
apoptosis processes in them [64]. In addition, some 
cell populations, particularly myeloid-committed, 
may be more resistant to lyophilization due 
to their ability to synthesize high levels of HSPs 
[20].

LEA proteins are promising lyoprotectants 
that increase the stability of cells, as they contribute 
to the stabilization of sugars in the cytoplasm 
of the cell during vitrifi cation, protect proteins 
subjected to drying from deactivation and aggre-
gation, and also, interacting directly with the 
cell membrane, ensure its stabilization during 
lyophilization [40]. Proteins such as LEA can 
also play an important role in the formation of 
the vitrifi ed medium (substrate) during drying 
[48].

Naturally occurring LEA proteins diff er in their 
characteristics and localization [41, 59]. Their 
combination with each other or with other glass-
forming solutions can be a promising method of 
genetic engineering of human cells capable 
of increasing their resistance to desiccation. S. Li 
et al. [59] showed that the LEA protein isolated 
from the body of the African mosquito Polypedilum 
vanderplanki could provide the same level of 
protection during drying of HepG2 cells (a human 
hepatoma cell line) as intracellular trehalose, as 
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Цікавим є той факт, що застосування HSPs 
в умовах стресорного впливу ліофілізації на 
клітини приводить до підвищення їхньої жит-
тєздатності за рахунок блокади в них процесів 
апоптозу [68]. Крім того, деякі популяції клі-
тин, зокрема комітовані в мієлоїдному напрям-
ку, можуть бути більш стійкими до ліофілізації 
завдяки їхній здатності синтезувати високий 
рівень HSPs [33].

LEA-білки є перспективними ліопротек-
торами, що підвищують стійкість клітин, ос-
кільки сприяють стабілізації цукрів у цито-
плазмі клітини під час склування, захищають від 
дезактивації та агрегації білки, які піддані вису-
шуванню, а також, взаємодіючи безпосередньо 
з клітинною мембраною, забезпечують її ста-
білізацію при ліофілізації [46]. Такі білки, як LEA, 
також можуть відігравати важливу роль в утво-
ренні засклованого середовища (субстрату) під 
час висихання [54].

Існуючі в природі LEA-білки відрізняються 
за своїми характеристиками та локалізацією [47, 
63]. Їх поєднання один з одним або з іншими 
склоутворюючими розчинами може бути пер-
спективним методом генної інженерії клітин 
людини, здатним підвищувати їх стійкість до 
висихання. S. Li та співавт. [63] показали, що 
LEA-білок, виділений з організму африкансь-
кого комара Polypedilum vanderplanki, може за-
безпечувати такий же рівень захисту при ви-
сушуванні клітин HepG2 (лінія клітин гепато-
ми людини), як і внутрішньоклітинна трега-
лоза, про що свідчить цілісність мембран цих 
клітин після регідратації. Введення методом 
генної інженерії в клітини гепатоми генів, ви-
ділених з ембріона представника роду рако-
подібних Artemia franciscana, що кодують два 
білки — AfrLEA2 або AfrLEA3m, значно підви-
щувало стійкість цих клітин до висушування, 
проведеного з використанням спін-висушу-
вального обладнання (spin-drying technique). Не-
зважаючи на відсутність досліджень такого на-
пряму щодо клітин ККЛ, перспективною є роз-
робка можливої генетичної модифікації клітин 
стовбурового компартменту, зокрема СКК і 
МСК.

Поєднане використання ліопротекторів 
Дані літератури свідчать [24], що ангідро-

біотичні тварини, наприклад тихоходи, раціо-
нально використовують кілька взаємодоповнюю-
чих ліопротекторних речовин за умов посухи. У 
зв’язку з цим слід відзначити результати засто-
сування дослідниками різних поєднань ліопро-
текторів при ліофілізації мікроорганізмів. На-

evidenced by the integrity of the membranes of 
these cells after rehydration. The introduction 
of genes isolated from the embryo of the crusta-
cean of genus Artemia franciscana, encoding two 
proteins – AfrLEA2 or AfrLEA3m, into hepatoma 
cells by means of genetic engineering signi-
fi cantly increased the resistance of these cells to 
drying by means of the spin-drying technique. 
Despite the lack of studies in this area regar-
ding HCB cells, the development of possible 
genetic modifi cation of cells of the stem com-
partment, in particular HSCs and MSCs, is opti-
mistic.

Combined use of lyoprotectants 
The publications show [11] that anhydrobiotic 

animals, such as tardigrades, rationally use several 
complementary lyoprotective substances under 
drought conditions. In this regard, it is worth 
noting the results of researchers using diff erent 
combinations of lyoprotectants during lyophi-
lization of microorganisms. For example, some 
authors [49] used 12% lactose in combination 
with 12% sucrose during lyophilization of vaginal 
Lactobacillus bacteria as protective substances, 
and 10% glucose with 20% sucrose was used 
for lyophilization of Lactobacillus plantarum 
JH287 [57]. 

R. Brogna et al. [13] investigated the advan-
tages of the combined use of lyoprotectants when 
freeze-drying the mammalian cells. In the studies 
of H.H. Xiao et al. [95] there was found that 
the use of a 20% sucrose solution as a lyopro-
tectant in combination with a 10% mannitol so-
lution contributed to a signifi cant increase in 
the number of CD34+ cells in lyophilized HCB, 
compared to the use of only a sucrose solution, that as 
the authors believe, could occur due to stabilization 
of the membrane structure. 

Minimization of the stressor eff ect of lyophi-
lization on HCB MNCs can be achieved by using 
synthetic polymers in combination with sugars 
and alcohols [95]. Thus, the addition of a solution 
containing 40% polyvinylpyrrolidone (PVP), 20% 
sucrose, 10% mannitol to HCB MNCs before 
lyophilization led to a signifi cant rise in cell 
safety and an increased concentration of CD34+ 

cells compared to the use of PVP or sucrose, or 
a combination of PVP and sucrose.

As mentioned above, cryopreservation is one 
of the stages of freeze-drying, therefore, the use 
of several cryoprotectants for the standard pro-
tocol of freeze-drying of HCB cells refers to the 
procedure for optimizing the entire technolo-
gical process of lyophilization. Indeed, J.P. Rodri-
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приклад, при ліофілізації вагінальних бактерій 
Lactobacillus в якості захисних речовин деякі 
автори [55] застосовували лактозу 12% в поєд-
нанні з сахарозою 12%, для ліофілізації Lac-
tobacillus plantarum JH287 використовували глю-
козу 10% з сахарозою 20% [61].

У роботі R. Brogna та співавт. [26] показано 
переваги поєднаного використання ліопротек-
торів при ліофілізації клітин ссавців. У дослід-
женнях H.H. Xiao та співавт. [96] було вста-
новлено, що застосування як ліопротектора 
розчину сахарози в концентрації 20% у поєд-
нанні з розчином манітолу в концентрації 10% 
сприяло значущому підвищенню кількості CD34+ 
клітин у ліофілізованому ККЛ, порівняно із за-
стосуванням лише розчину сахарози, що, на дум-
ку авторів, могло відбуватися за рахунок стабі-
лізації структури мембрани.

Мінімізація стресорної дії ліофілізації на 
МНК ККЛ може бути досягнута шляхом засто-
сування синтетичних полімерів у поєднанні з цу-
крами та спиртами [96]. Так, додавання до МНК 
ККЛ розчину, що містить 40% полівінілпіро-
лідону (ПВП), 20% сахарози, 10% манітолу 
перед ліофілізацією приводило до значущого 
підвищення безпеки клітин і підвищення концен-
трації CD34+ клітин порівняно із застосуванням 
ПВП або сахарози, або комбінації ПВП та саха-
рози.

Як зазначалося вище, кріоконсервування є 
одним з етапів процесу ліофілізації, отже, ви-
користання при складанні стандартного прото-
колу ліофілізації клітин ККЛ декількох кріо-
протекторів відноситься до процедури оптимі-
зації всього технологічного процесу ліофілі-
зації. Справді, J.P. Rodrigues та співавт. [84] у 
своїх дослідженнях показали, що попередня 
обробка клітин ККЛ сахарозою або трегалозою 
підвищувала їхню життєздатність після заморо-
жування-відтавання з ДМСО. Так, при замо-
рожуванні клітин ККЛ з 2,5%-м ДМСО жит-
тєздатність по трипановому синьому станови-
ла 78%, при заморожуванні з 2,5%-м ДМСО та 
10%-ою сахарозою — 80%, при заморожуванні 
з 2,5%-м ДМСО та 10%-ою трегалозою — 8%. 
Також було показано синергетичну дію трега-
лози та каталази, що забезпечує високе збере-
ження здатності до хомінгу та адгезії у клітин 
ККЛ після кріоконсервування [85]. Для від-
повіді на запитання про те, чи можлива коре-
ляція толерантності до кріовпливу в кліти-
нах ссавців при сумісному використанні кріо-
протекторів та їх збереження після ліофілізації, 
потрібне вирішення додаткових теоретичних та 
експериментальних завдань.

gues et al. [82] in their studies showed that 
pretreatment of HCB cells with sucrose or trehalose 
enhanced their viability after freeze-thaw with 
DMSO. Thus, when freezing HCB cells with 2.5% 
DMSO, the viability according to trypan blue 
was 78%, when freezing with 2.5% DMSO and 
10% sucrose that was 80%, for freezing with 2.5% 
DMSO and 10% trehalose it made 8%. The syner-
gistic eff ect of trehalose and catalase was also 
shown, that ensures high preservation of homing 
and adhesion ability in HCB cells after cryopreser-
vation [83]. To answer the question of whether it is 
possible to correlate the tolerance to cryoinfl uence 
in mammalian cells with the combined use of 
cryoprotectants and their preservation after freeze-
drying, extra theoretical and experimental tasks 
need to be solved.

Development of methods of transporting 
lyoprotectants into the cell 

The important role of lyoprotectants in the 
protection of cells during lyophilization deter-
mines the need to develop the methods of their 
transportation into the cell. It is known that trehalose 
does not penetrate through the HCB cell membrane 
and they lack transporters for its transfer. At the 
same time, M. Zhang et al. [97] showed that 
human fi broblasts were able to absorb trehalose 
from the extracellular space by liquid-phase 
endocytosis. Currently, artifi cial methods of 
transporting lyoprotectant into cells are being 
actively developed. One of the promising 
directions is the use of native membrane pores 
of ionotropic receptor P2X7 (P2X-purinergic re-
ceptor-7) as transporters [26]. To induce the ex-
pression of this molecule on cells, the eff ect 
of bacterial endotoxin and extracellular ATP 
is needed [92]. 

Another pore-forming structure that can ensure 
the entry of trehalose into the cell is the P2Z re-
ceptor. ATP and benzoyl-ATP serve as a pore former 
for this receptor. Normally, the P2Z receptor is 
expressed on the membrane of many immature 
hematopoietic cells, such as CD34+ cells, as well 
as on mature cells – granulocytes, neutrophils [88], 
dendritic cells, etc. [23]. However, it should be 
noted that only 58% of cells among mature 
and immature HCB have a P2Z receptor. This 
indicates that when using a pore-forming structure 
in the form of a P2Z-receptor, the trehalose 
will be delivered only for certain populations of HCB 
cells. This is confi rmed by the data of S.S. Bucha-
nan et al. [15], which indicating a strong diff e-
rence in the diff erentiation and clonogenic po-
tential of native HCB cells and those after 
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Розробка способів транспортування ліопро-
текторів у клітину

Важлива роль ліопротекторів у захисті 
клітин при ліофілізації визначає необхідність ро-
зробки способів їх транспортування в клітину. 
Відомо, що трегалоза не проникає через клітин-
ну мембрану ККЛ і у них відсутні транспортери 
для її перенесення. Разом з тим, M. Zhang та 
співавт. [97] показали, що фібробласти люди-
ни здатні поглинати трегалозу з позаклітинного 
простору рідкофазним ендоцитозом. На даний 
час активно розробляються штучні спосо-
би транспортування ліопротектора у клітини. 
Одним з перспективних напрямів є викорис-
тання як транспортерів нативних мембранних 
пор іонотропного рецептора P2X7 (P2X-пури-
нергічного рецептора-7) [39]. Для індукції екс-
пресії даної молекули на клітинах необхідна дія 
бактеріального ендотоксину та позаклітинного 
АТФ [93].

Ще однією пороутворювальною структурою, 
яка може забезпечити надходження трегалози 
в клітину, є P2Z-рецептор. У якості пороутво-
рювача для цього рецептора служать АТФ і бен-
зоїл-АТФ. У нормі P2Z-рецептор експресується 
на мембрані багатьох незрілих гемопоетичних 
клітин, таких як CD34+ клітини, а також на зрі-
лих клітинах — гранулоцитах, нейтрофілах [90], 
дендритних тощо [36]. Однак слід зазначити, 
що лише 58% клітин серед зрілих і незрілих 
ККЛ мають P2Z-рецептор. Це свідчить про 
те, що при використанні пороутворювальної
структури у вигляді P2Z-рецептора доставлення 
трегалози забезпечуватиметься лише для окре-
мих популяцій клітин ККЛ. Підтвердженням 
цього є дані S.S. Buchanan та співавт. [28], 
що свідчать про значну різницю в диферен-
ціації та клоногенному потенціалі нативних
клітин ККЛ і клітин після ліофілізації з вико-
ристанням даного способу доставлення трега-
лози.

Слід зазначити, що для розробки способів 
транспортування ліопротекторів у клітину можна 
враховувати підходи, які успішно застосовуються 
під час кріоконсервування. Наприклад, A. Eroglu 
та співавт. [41] для створення пор та введення 
трегалози в цитоплазму фібробластів застосову-
вали генетично модифікований мутант α-гемолі-
зину Staphylococcus aureus.

На сьогодні показано можливість викорис-
тання великої кількості білків як транспортерів 
трегалози або інших захисних цукрів у кліти-
ну [48, 69, 81, 91]: мальтоза/мальтодекстри-
новий транспотрет MalEFGK2, до складу якого 
входить зв’язуючий білок МаIЕ, трансмембран-

lyophilization using this method of trehalose de-
livery.

It should be noted that for the development of 
methods of transporting lyoprotectants into the 
cell, it is possible to take into account the approaches 
that are successfully used during cryopreser-
vation. For example, A. Eroglu et al. [27] have 
used the genetically modifi ed α-hemolysin mutant 
of Staphylococcus aureus to create pores and 
introduce trehalose into the cytoplasm of fi broblasts. 

To date, the possibility of using a large number 
of proteins as transporters of trehalose or other 
protective sugars into the cell has been shown [42, 
65, 79, 90]: the maltose/maltodextrin transporter 
MalEFGK2, which includes a binding protein 
MaIE, a transmembrane channel from MalF and 
MalG subunits, as well as two ATPase subunits; 
Ma1K, MAL11/AGT1 (maltose transporter (Mal11), 
α-glucoside transporter (AGT1)), HvSUT1 (Hordeum 
vulgare (barley) sucrose transporter), HvSUT2, 
MdSUT2, MdAREB2 (Apple Sucrose Transporter, 
CIPK, TRET1 (Trehalose transporter). The ad-
vantage of TRET1 over the specifi ed transporter 
proteins is a higher functional capacity, specifi city 
for trehalose, neutral pH, and the fact that this 
transporter is expressed by a single gene [59]. Stable 
expression of TRET1 in human hepatoma cells 
transfected with this gene contributed to a four-
fold increase in cell viability after drying using the 
spin-drying technique [59]. These data are in 
agreement with the results of other authors [90], 
which showed a direct correlation between the 
concentration of trehalose in the extracellular 
medium and the percentage of gene-modifi ed 
chinese hamster ovary (CHO) viable cells after 
cryopreservation. The highest number of CHO 
viable cells was obtained during lyophilization with 
trehalose at a concentration of 500 mm. However, it 
is diffi  cult to use TRET1 as a trehalose transporter 
to ensure a high preservation of HCB cells after 
lyophilization because of labor intensity of genetic 
modifi cation of cells. For the same reason, the use 
of a method that ensures the synthesis of trehalose 
inside the cell is impractical for wide application. 
Therefore, the reports of N. Guo et al. [38], 
testifying to the possibility of successful trans-
duction (transfection) of genes responsible for the 
synthesis of trehalose in human fi broblasts, are 
only of scientifi c interest. In addition, there is an 
ethical question about whether genetically modifi ed 
cells can cause a risk to human health, so each 
such an approach of using genetic modifi cation of 
cells must be tested on a case-by-case basis before 
its use. 

Today, the attention of scientists is focused 
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ний канал із субодиниць MalF і MalG, а також 
дві субодиниці АТФаз; Ма1К, MAL11/AGT1 
(maltose transporter (Mal11), α-glucoside transporter 
(AGT1)), HvSUT1 (Hordeum vulgare (ячмінь) 
sucrose transporter), HvSUT2, MdSUT2, MdAREB2 
(Apple Sucrose Transporter, CIPK, TRET1 (Treha-
lose transporter). Перевагою TRET1 перед вка-
заними білками-транспортерами є більш висока 
функціональна здатність, специфічність до тре-
галози, нейтральний рН і те, що цей транспор-
тер експресується одним геном [63]. Стабільна 
експресія TRET1 у культурі клітин гепатоми 
людини, трансфекованих цим геном, сприяла 
чотириразовому збільшенню життєздатності клі-
тин після висушування під час використан-
ня спін-висушуючого обладнання (spin-drying 
technique) [63]. Ці дані узгоджуються з резуль-
татами інших авторів [91], що показали пряму 
кореляцію між концентрацією трегалози у по-
заклітинному середовищі та відсотком життє-
здатних генетично модифікованих клітин яєчника 
китайського хом’ячка (лінія СНО, Gene-modifi ed 
Chinese hamster ovary cells) після кріоконсерву-
вання. Максимально високу кількість життє-
здатних клітин лінії CHO було отримано під 
час ліофілізації з трегалозою в концентрації 
500 мМ. Однак складно застосувати в якості 
транспортера трегалози TRET1 з метою за-
безпечення високої збереженості клітин ККЛ 
після ліофілізації через трудомісткість прове-
дення генетичної модифікації клітин. З цієї ж 
причини використання методу, що забезпечує 
синтез трегалози всередині клітини, недоціль-
не для широкого застосування. Тому дані N. Guo 
та співавт. [44], які свідчать про можливість 
успішної трансдукції (трансфекції) генів, від-
повідальних за синтез трегалози у фібробла-
стах людини, представляють лише науковий ін-
терес. Крім того, існує етичне питання про те, 
чи можуть генетично модифіковані клітини 
викликати ризик для здоров’я людини, тому 
кожен такий підхід з використанням генної мо-
дифікації клітин необхідно тестувати в кож-
ному конкретному випадку.

На сьогодні увага науковців акцентується на 
використанні прямого методу введення трегалози 
всередину клітини. Так, R. Shirakashi та співавт. 
[87] вперше застосував метод електропермеа-
біалізації для клітин мієломи мишей. A. Eroglu  та 
співавт. [41] для підвищення виживання ооцитів 
людини після кріоконсервування успішно за-
стосували метод мікроін’єкції трегалози. Подіб-
ної кріозахисної дії на ооцити ці ж автори дося-
гали шляхом мікроін’єкції рафінози [40]. Однак 
підвищення проникності клітинної мембрани 

on the use of a direct method of introducing 
trehalose into the cell. Yes, R. Shirakashi et al. 
[85] fi rst applied the electropermeabilization 
to mouse myeloma cells. A. Eroglu et al. [27] 
successfully used the trehalose microinjection 
to increase the survival of human oocytes after 
cryopreservation. The same authors achieved a 
similar cryoprotective eff ect on oocytes by microin-
jection of raffi  nose [28]. However, an increase 
in the permeability of the cell membrane allows 
non-specifi c transfer of molecules and ions, that 
entails a change in their transmembrane ratio 
and the possible strong damage to cells.

Another way to ‘load’ cells with trehalose 
is the use of basic amino acids, cell-penetrating 
peptides (CPP), in particular KRKRWHW (the 
letters refl ect the sequence of amino acids: Arg, 
R; Lys; Trp, W; His, H) [93]. This peptide was 
engineered to deliver trehalose into mammalian 
cells through molecular modeling. Trehalose as a 
‘cargo’ in combination with KRKRWHW through 
hydrogen and π-π-bonding was successfully intro-
duced into mouse embryonic fi broblasts (MEF) 
[93]. KRKRWHW is capable of eff ectively deli-
vering trehalose to mammalian cells without ex-
hibiting cytotoxic eff ects even when using its high 
concentrations.

In published reports, there are studies on the 
possibility of delivering trehalose inside the cell 
by means of nanoparticles (NPs). So, W. Rao et al. 
[81] introduced trehalose into the cell by encap-
sulating its molecules in genipin (an aglycon of 
the iridoid glycoside geniposide, being present in 
the fruits of Gardenia jasminoides). The release 
of trehalose from NPs occurred when the pH 
of the medium changed. Nanoparticles of apatite 
are able to modulate the physical parameters of the 
membrane, contributing to increase the permeability 
for trehalose. The addition of apatite NPs to the 
cryopreservation medium of erythrocytes signi-
fi cantly increased their preservation up to 91%, 
which was 42% higher than in samples without NPs 
[87].

Despite the large number of studies using 
trehalose carriers, there are also data on the use of 
trehalose without its carriers with cell protection 
in lyophilization. So, in the research of D. Natan 
et al. [74] it was established that the use of tre-
halose alone or in combination with epigalloca-
techin-gallate increased the stability of the mem-
brane of HCB cells during lyophilization and 
ensured a rise in cell viability. 

Another solution for delivering trehalose inside 
HCB cells is the use of artifi cial modifi cation 
of its structure [1] by its conjugation with 6 
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допускає неспецифічне перенесення молекул та 
іонів, що тягне за собою зміну їх трансмембран-
ного співвідношення та можливість значного 
пошкодження клітин.

Іншим способом «навантажувати» клітини 
трегалозою є використання основних амінокис-
лот, пептидів, що проникають у клітину (cell-
penetrating peptides, CPP), зокрема KRKRWHW 
(літери відображають послідовності аміно-
кислот: Arg, R; Lys; Trp, W; His, H) [94]. Цей 
пептид був створений цілеспрямовано для до-
ставлення трегалози в клітини ссавців шляхом 
молекулярного моделювання. Трегалозу як «ван-
таж» у поєднанні з KRKRWHW через водневий 
і π-π-зв’язок було успішно введено в ембріо-
нальні фібробласти мишей (mouse embryonic 
fi broblasts, MEF) [94]. Ефективно доставляти 
трегалозу в клітини ссавців, не виявляючи ци-
тотоксичної дії навіть при використанні його 
високих концентрацій, здатний KRKRWHW.

У літературних джерелах є роботи про мож-
ливість доставлення трегалози всередину кліти-
ни за допомогою наночастинок (НЧ). Так, W. Rao 
та співавт. [83] вводили трегалозу всереди-
ну клітини шляхом інкапсулювання її молекул 
у геніпін (аглікон іридоїдного глікозиду гені-
позиду, який присутній у плодах Gardenia 
jasminoides). Вивільнення трегалози з НЧ від-
бувалося за зміни pH середовища. Наночастин-
ки апатиту здатні модулювати фізичні пара-
метри мембрани, сприяючи збільшенню про-
никності для трегалози. Додавання НЧ апати-
ту в середовище кріоконсервування еритро-
цитів значно збільшувало їх збереження аж до 
91%, що на 42% вище, ніж у пробах без НЧ 
[89].

Незважаючи на велику кількість досліджень 
з використанням переносників трегалози, іс-
нують дані й про застосування трегалози без її 
переносників з захистом клітин в умовах ліофілі-
зації. Так, у роботі D. Natan та співав. [78] було 
встановлено, що застосування трегалози окре-
мо або у поєднанні з епігалокатехін-галлатом 
підвищувало стійкість мембрани клітин ККЛ 
у процесі ліофілізації та забезпечувало підви-
щення життєздатності клітин.

Ще одним рішенням доставлення трега-
лози всередину клітин ККЛ є використання 
штучної модифікації її структури [18] шляхом її 
кон’югації з 6 ацетиловими групами (Trehalose 
conjugated with 6 acetyl groups (trehalose hexaa-
cetate or 6-O-Ac-Tre)). Продемонстровано успіш-
не введення у клітини лінії Jurkat аналогу трега-
лози, отриманого модифікацією трегалози шля-
хом естерифікації. Після інкубації з модифікова-

acetyl groups (Trehalose conjugated with 6 acetyl 
groups (trehalose hexaacetate or 6-O-Ac-Tre)). 
The successful introduction of a trehalose ana-
logue obtained by modifi cation of trehalose by 
esterifi cation into the Jurkat cells was demon-
strated. After incubation with the molecule 
modifi ed in this way and ‘heat shock’ (42°C), the 
cells had a higher viability compared to untreated 
cells [12].

Some researchers describe that the intro-
duction of trehalose into the cell is not necessary 
for successful lyophilization of HCB cells. 
Even without the use of trehalose, up to 46% of cells 
can be preserved during lyophilization of HCBL 
[32]. At the same time, the number of hemato-
poietic stem cells (CD34+) and their proli-
ferative activity (the number of granulocyte-
macrophage colony-forming units) diff ered little 
from the indices of the native material. Equally 
important is the fact that the number of regulatory 
T-cells (T-reg) after lyophilization of HCBL 
signifi cantly increased compared to native ones. 
Experimental studies have demonstared that lyo-
philized by this method HCBL, in which T-reg 
and hematopoietic stem cells were of a special 
therapeutic signifi cance, preserved its func-
tional activity, showing an immune corrective ef-
fect during an autoimmune disease development 
[89].

It is worth noting the ineffi  ciency of the use 
in classic cryopreservation of HCB and other 
suspensions of cell cryoprotectants (dimethylsul-
foxide (DMSO), glycerol, ethylene glycol) during 
lyophilization of a wide range of biological 
objects. Thus, for lyophilization of cells, the use 
of DMSO is undesirable due to its toxicity to cells 
and, as a result, the possibility of damaging them 
by increasing the concentration during water 
evaporation. Glycerol during cell lyophilization is 
also inappropriate due to its hygroscopic properties 
at the maximum evaporation point, that can 
lead to an increase in viscosity in lyophilized 
samples [16]. A signifi cant drawback of these 
chemical agents is their toxic eff ect on the body, 
that necessitates their removal from the cell 
suspension before use in clinical practice [67]. The 
use of hydroxyethyl starch, which manifests itself 
during dehydration as an osmolytic, on the 
contrary ensured a high preservation of HCB 
nucleated cells after lyophilization (up to 65%), 
bringing it as close as possible to native samples 
(about 85%) [31].

The results of many studies confi rm the im-
portance of lyoprotective substances for the 
preservation of lyophilized cells. At the same time, 
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ною таким чином молекулою та перенесеного ними 
«теплового шоку» (42°C) клітини мали вищу жит-
тєздатність порівняно з необробленими [25].

Для успішної ліофілізації клітин ККЛ, на 
думку деяких науковців, введення трегалози 
в клітину не є обов’язковим. Навіть без ви-
користання трегалози при ліофілізації ЛККЛ 
вдається зберегти до 46% клітин [10]. При цьо-
му кількість гемопоетичних стовбурових клітин 
(CD34+) та їх проліферативна активність (кіль-
кість гранулоцитарно-макрофагальних колоніє-
утворюючих одиниць) мало відрізнялися від 
показників нативного матеріалу. Не менш важ-
ливим є і те, що кількість регуляторних Т-клітин 
(Т-рег) після ліофілізації ЛККЛ значуще збіль-
шувалася порівняно з нативними. В експеримен-
тальних дослідженнях було показано, що ліо-
філізований за цим методом ЛККЛ, в якому 
Т-рег та гемопоетичні стовбурові клітини мають 
особливу терапевтичну значущість, зберігав свою 
функціональну активність, проявляючи імуноко-
ригуючий ефект під час розвитку аутоімунного 
захворювання [17].

Варто вказати на неефективність викорис-
тання класичних для кріоконсервування ККЛ 
та інших суспензій клітинних кріопротек-
торів  (ДМСО, гліцерин, етиленгліколь) під 
час ліофілізації широкого спектру біооб’єк-
тів. Так, для ліофілізації клітин використання 
ДМСО небажане через його токсичність для 
клітин і, як наслідок, можливість їх пошкод-
ження шляхом підвищення концентрації під 
час випарювання води. Гліцерин під час ліо-
філізації клітин також недоречний через його гіг-
роскопічні властивості при максимальній точ-
ці випаровування, що може призвести до підви-
щення в’язкості в ліофілізованих зразках [29]. 
Істотним недоліком цих хімічних агентів є їхня 
токсична дія на організм, що зумовлює необ-
хідність їх видалення із суспензії клітин перед 
використанням у клінічній практиці [71]. Зас-
тосування гідроксиетилкрохмалю, який вияв-
ляє себе при зневодненні як осмолітик, навпа-
ки забезпечувало високу збереженість ядерних 
клітин ККЛ після ліофілізації (до 65%), макси-
мально наближаючи до нативних зразків (близь-
ко 85%) [8].

Результати багатьох досліджень підтверд-
жують значущість ліопротекторних речовин 
для збереженості ліофілізованих клітин. У той 
самий час успішна ліофілізація, зокрема ЛККЛ, 
може бути досягнута і без використання захисних 
речовин [10].
Антиоксиданти. Під час ліофілізації різних 

біооб’єктів можуть використовуватися й антиок-

successful lyophilization, in particular HCBL, 
can be achieved without the use of protective sub-
stances [33].

Antioxidants. During lyophilization of various 
biological objects, antioxidants can also be used, 
potentially able to prevent damage caused by 
oxidative stress and the formation of reactive 
oxygen species (ROS). Indeed, osmotic or cold 
shock during freezing can lead to the ROS for-
mation, initiating the destruction of membranes, 
DNA, disruption of cell signaling and, ulti-
mately, apoptosis [8]. The application of antioxi-
dants, which are used during cryopreservation of 
biological objects, especially reproductive cells, 
will reduce the eff ects of oxidative stress. Ho-
wever, for the stabilization of cells during freeze-
drying, antioxidants were used only in some stu-
dies [32].

 Amino acids, in particular, glutamine [96], can 
also be used as an antioxidant during lyophilization 
of suspensions of various types of bacteria [72]. 
T. Morichi et al. [72] observed a signifi cant in-
crease in cell preservation when glutamine 
was added at a concentration of 0.06 M. Anti-
oxidants such as coenzyme Q10 [5], melatonin [17], 
quercetin, tempol [7] were exploited to increase 
the effi  ciency of sperm cryopreservation. These 
antioxidants improve the safety of freeze-dried 
biomaterial. 

Ascorbic acid is one of the antioxidants that 
ensures the viability of the nuclear cells of HCBL 
during lyophilization [32]. By the cell viability 
assessment after storage in a lyophilized state 
[47], it was established that diff erent antioxidants 
have their protective potential.

Conclusions
Thus, polyhydroxy compounds (sugars) can 

be recommended to be applied as lyoprotectants 
during freeze-drying. To optimize lyophilization, 
substances used by anhydrobionts in drought 
conditions can be used, namely proteins (HSPs, 
LEA proteins and proteins of the antioxidant 
system) and sugars (trehalose). Trehalose is widely 
used to store cells in a lyophilized state, but 
because it does not penetrate cells, methodical 
approaches to deliver this molecule into the cell 
are vitally important. Long-term storage of lyo-
philized HCB cells is another important task that 
needs to be solved. Thus, for successful long-
term storage of lyophilized HCB cells, it is 
necessary to optimize the physical and chemical 
parameters of lyophilization, as well as to ensure 
continuous monitoring and control of their long-
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сиданти, потенційно здатні запобігати пошкод-
женням, спричиненим окислювальним стресом 
та утворенням активних форм кисню (АФК). 
Справді, осмотичний або холодовий шок під час 
заморожування може призвести до утворення 
АФК, що ініціюють руйнування мембран, ДНК, 
порушення клітинної передачі сигналів і, зреш-
тою до апоптозу [3]. Антиоксиданти, які засто-
совуються під час кріоконсервування біооб’єк-
тів, особливо репродуктивних клітин, дозволять 
зменшити наслідки окислювального стресу. Од-
нак для стабілізації клітин під час сублімаційно-
го сушіння антиоксиданти застосовувалися лише 
в окремих дослідженнях [9].

Амінокислоти, зокрема, глутамін [12], також 
можна використовувати як антиоксидант при 
ліофілізації суспензії різних видів бактерій [76]. 
T. Morichi та співавт. [76] спостерігали значуще 
збільшення збереженості клітин при додаванні 
глутаміну в концентрації 0,06 M. Для підвищення 
ефективності кріоконсервування сперматозоїдів 
використовували антиоксиданти як-от коензим 
Q10 [20], мелатонін [30], кверцетин, темпол [22]. 
Ці антиоксиданти можна використовувати для 
підвищення безпеки ліофілізованого біомате-
ріалу.

Одним з антиоксидантів, що забезпечує жит-
тєздатність ядерних клітин ЛККЛ при ліофілі-
зації, є аскорбінова кислота [9]. За допомогою 
оцінки життєздатності клітин після зберігання в 
ліофілізованому стані [53] було встановлено, що 
різні антиоксиданти мають свій захисний потен-
ціал. 

Висновки
Таким чином, під час ліофілізації ККЛ можуть 

бути рекомендовані до використання в якості ліо-
протекторів полігідроксисполуки (цукри). Для 
оптимізації ліофілізації можуть бути застосовані 
речовини, які використовуються ангідробіон-
тами в умовах посухи — білки (HSPs, білки 
LEA та білки антиоксидантної системи) і цукри 
(трегалоза). Трегалоза широко застосовується 
для зберігання клітин у ліофілізованому ста-
ні, але через те, що вона не проникає у клітини, 
важливими є методичні підходи  доставлення 
цієї молекули у клітину. Довгострокове збе-
рігання ліофілізованих клітин ККЛ є ще однією 
важливою проблемою, яку необхідно вирішувати. 
Так, для успішного тривалого зберігання ліо-
філізованих клітин ККЛ необхідно оптимізу-
вати фізичні та хімічні параметри ліофілі-
зації, а також забезпечити безперервний моні-
торинг та контроль за їх довгостроковим збері-
ганням.

term storage.
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