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Мезенхімальні стромальні/стовбурові клітини (МСК) привертають увагу науковців та спеціалістів різних 
галузей медицини завдяки високому імуномодуляторному та регенеративному потенціалу, здатності до 
мультилінійного диференціювання. Важливою умовою впровадження МСК у медичну та лабораторну практику 
є розробка ефективних технологій їхнього зберігання. Досліджено вплив попередньої обробки (передобробки) 
сахарозою на життєздатність, метаболічну активність та диференціювальний потенціал МСК після 
кріоконсервування у складі тривимірних (3D) макропористих матриць. Показано, що передобробка сахарозою 
підвищує ефективність кріоконсервування клітин у складі колагенових матриць шляхом повільного охолодження 
в присутності 10% ДМСО та сироватки. Життєздатність і метаболічна активність клітин після кріо-
консервування у 3D матрицях була суттєво вище за умови передобробки сахарозою. Встановлено, що клітини 
після кріоконсервування зберігали здатність до проліферації та мультилінійного диференціювання. Доведено, 
що використання сахарози для передобробки клітин є перспективним підходом, який забезпечує зменшення 
кріопошкоджень під час кріоконсервування клітин у складі 3D матриць і відкриває нові можливості для 
підвищення ефективності зберігання тканинно-інженерних конструкцій.
Ключові слова: мезенхімальні стовбурові клітини, попередня обробка, сахароза, кріоконсервування, 
диметилсульфоксид, життєздатність, метаболічна активність, індуковане диференціювання, тканинно-
інженерні конструкції.
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Культивування мезенхімальних стромальних/
стовбурових клітини (МСК) у складі тривимір-
них (3D) матриць дозволяє досліджувати біо-
логічні властивості клітин в умовах, макси-
мально наближених до природних. Для ство-
рення клітинних носіїв розроблено цілу низку 
різноманітних методів: висолювання, ліофілі-
зація, кріогелювання, електроспінінг і 3D прин-
тинг. Ще більш різноманітними є варіанти ви-
бору полімеру, з якого буде с кладатися матри-
ця: полімолочна і полігліколієва кислоти, 

альгінат, хітозан, колаген, желатин та їх компо-
зити [2]. В даній роботі дослідження проводили 
з використанням полімерних кріогелів на ос-
нові колагену. Вибір колагенового носія був 
обумовлений, в першу чергу, високою біосу-
місністю, нетоксичністю та низькою імуноген-
ністю матеріалу [8, 12]. В якості джерела МСК 
були обрані біоптати шкіри. Отримані з цього 
джерела МСК знайшли широке застосування
в тканинній інженерії і регенеративній медици-
ні [19].
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Кріоконсервування і створення низькотем-
пературних банків дозволяє не тільки зберіга-
ти зразки протягом тривалого часу і викорис-
товувати майже одразу при виникненні потреби,
а й забезпечує отримання сертифікованого
і  стандартизованого  біологічного  матеріалу. 
На відміну від достатньо ефективних і простих 
методів, запропонованих для заморожування 
суспензій клітин, розробка методів кріоконсер-
вування клітин у складі 3D конструкцій зали-
шається однією з найбільш актуальних про-
блем кріобіології. Відомо, що найбільш вираже-
ний пошкоджувальний вплив на розпластані 
клітини чинять осмотичні та механічні ефек-
ти, спричинені формуванням кристалів льоду 
[4, 20]. 

На сьогодні для кріоконсервування клітин 
різного походження розроблено методичні під-
ходи, які відрізняються за складом кріозахис-
ного розчину, швидкостями і ет апами заморо-
жування. Проте «золотим» стандартом для кріо-
консервування МСК вважається метод повіль-
ного двоетапного заморожування під захистом 
проникного кріопротектора ДМСО та ембріо-
нальної сироватки (ЕС) великої рогатої худоби 
[10]. У зв’язку з цим для кріоконсервування 
суспензії МСК та клітин, культивованих у скла-
ді колагенових матриць, обрали саме цей варі-
ант як вихідний. Раніше ми показали [17], що 
включення сахаридів (лактози, трегалози, саха-
рози, маніту чи рафінози) до середовища куль-
тивування за 24 години до процедури кріо-
консервування, яке не містило кріопротектора, 
значно підвищувало життєздатність МСК шкі-
ри людини, тобто було продемонстровано ефек-
тивність передобробки сахаридами для поси-
лення стійкості МСК до дії низьких темпера-
тур. Найвищі і майже однакові показники 
життєздатності клітин отримали при викорис-
танні сахарози, трегалози та рафінози. З огляду 
на цей факт в дослідженні використовували 
сахарозу як більш доступний та розповсюд-
жений сахарид.

Метою даної роботи було дослідження впли-
ву п ередобробки сахарозою на показники збе-
реженості клітин у складі 3D конструкцій після 
кріоконсервування методом двоетапного по-
вільного заморожування. 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 
В експериментах використовували культури 
МСК людини, які отримували методом O. Ro-

gulska та співавт. [18] з біоптатів шкіри. Кліти-
ни були заготовлені з дотриманням норм біо-
медичної етики і зберігались у кріобанку Інсти-
туту проблем кріобіології і кріомедицини НАН 
України (ІПКіК НАН України, м. Харків). Про-
цедури отримання зразків тканин проводили 
після одержання письмової згоди проінфор-
мованих донорів згідно з рекомендаціями Гель-
сінської декларації Всесвітньої медичної асо-
ціації з проведення біомедичних досліджень 
та вимогами Комітету з біоетики ІПКіК НАН 
України. 

Моношарове культивування мезенхімальних 
стромальних/стовбурових клітин. Культиву-
вання клітин проводили при 37 °С, 95 % воло-
гості і 5 % СО2 в середовищі експансії, яке скла-
далося з α-МЕМ, доповненого 2 мМ L-глута-
міну, 50 мкг/мл стрептоміцину та 50 од/мл пе-
ніциліну, та додатково містило 10 % ЕС (усі пре-
парати Biowest, Франція). 

Після досягнення клітинними культурами 
70%-го моношару їх трипсинізували за стан-
дартною методикою і здійснювали подальший 
розсів із коефіцієнтом 1 : 3. Для експериментів 
використовували клітини 4—7 пасажів.

Тривимірне культивування мезенхімальних 
стромальних/стовбурових клітин у складі ко-
лагенових носіїв. Для 3D культивування були 
використані полімерні макропористі носії на 
основі колагену, виготовлені методом, описа-
ним нами раніше [18].

Для заселення носіїв клітинами у вигляді дис-
ків діаметром 4 мм і товщиною 2 мм викорис-
товували перфузійний метод [15]. Отримані 
конструкти, які містили 200—300 тисяч клітин, 
переносили в лунки планшетів (SPL, Корея) та 
культивували в стандартних умовах у середо-
вищі α-МЕМ з 10 % ЕС. Повну заміну середови-
ща культивування проводили кожні 3—4 доби.

Кріоконсервування мезенхімальних стро-
мальних/стовбурових клітин у суспензії і скла-
ді колагенових матриць. Для кріконсервування 
застосовували кріопротектор ДМСО у кінцевій 
концентрації 10 %. Кріозахисне середовище — 
середовище α-МЕМ із 10 % ЕС, що містило по-
двійну концентрацію ДМСО, повільно по кра-
плям добавляли до рівного об’єму культураль-
ного середовища з клітинами. Експозицію клі-
тин у кріозахисному середовищі проводили при 
4 °С впродовж 15 хв. Клітини заморожували
у кріоконтейнерах (SPL) об’ємом 1 мл за режи-
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мом двоетапного повільного заморожування. 
Кріоконсервовані зразки зберігали у рідкому 
азоті щонайменше 2 тижні до відігріву і аналізу.

Передобробку здійснювали шляхом культи-
вування клітин протягом 24 годин з сахаро-
зою в кінцевій концентрації 100  мМ. У цьо-
му випадку до складу кріозахисного розчину, 
окрім 10 % ДМСО і сироватки, вносили ще 
200 мМ сахарози. 

Відігрів виконували на водяній бані при 37 °С.
Кріозахисне середовище видаляли шляхом де-
сятиразового розведення середовища кріокон-
сервування розчином Хенкса (Biowest). 

Аналіз життєздатності і метаболічної ак-
тивності мезенхімальних стромальних/стов-
бурових клітин. Життєздатність клітин на різ-
них етапах дослідження визначали за допомо-
гою комбінованого забарвлення етидіум бро-
мідом (ЕБ) і флуоресцеїн діацетатом (ФДА) [8]. 
Включення флуоресцентних барвників до клі-
тин оцінювали за допомогою інвертованого 
конфокального лазерного скануючого мікро-
скопа «Zeiss LSM 510 META» (Carl Zeiss, Німеч-
чина) та програмного забезпечення «LSM 510 v. 
4.2» (Carl Zeiss). Конфокальні зображення
отримували вздовж осі Z з інтервалом 15 мкм 
при довжині хвилі збудження 488 нм для ФДА 
та 543 нм для ЕБ. Показник життєздатності ви-
значали як відсоток флуоресцеїн-позитивних 
(зелених) клітин від загальної кількості забарв-
лених клітин, підрахунок для кожного зразка 
проводили в серії зображень, отриманих від по-
верхні до 150—210 мкм глибини носія.

Для оцінки метаболічної активності клітин в 
умовах дво- і тривимірного культивування ви-
користовували редокс-індикатор AlamarBlue 
(АВ, Serotec, США) [14]. Вміст відновленої фор-
ми АВ визначали флуориметрично через 3 го-
дини культивування в середовищі експансії, яке 
містило 10% АВ, на спектрофлуориметрі «Tecan 
GENios» (Tecan Inc., Австрія) при хвилях збу-
дження 550 нм та емісії 590 нм. Фоном було 
середовище з індикатором без клітин. Оброб-
ку даних проводили за допомогою програми 
«XFLUOR v. 4.50» (Tecan Inc.). Результати пред-
ставляли в умовних одиницях флуоресцен-
ції (УОФ), які розраховували як відношення 
між рівнем флуоресценції дослідної та холостої 
проби (без клітин).

Оцінка здатності мезенхімальних стромаль-
них/стовбурових клітин до спрямованого ос-

тео- і адипогенного диференціювання. Для ви-
значення здатності стромальних клітин до спря-
мованого остеогенного диференціювання за 
умов моношарової культури їх переводили до 
живильного середовища α-МЕМ, що містило 
10 % ЕС, L-глутамін, антибіотики та індуктори 
остеогенезу: 100 нМ дексаметазону, 10 мМ β-глі-
церофосфату, 0,2 мМ 2-фосфату L-аскорбінової 
кислоти (всі індуктори виробництва Sigma-
Aldrich, США) [5]. 

Для оцінки здатності стромальних клітин 
до спрямованого адипогенного диференцію-
вання їх переводили до живильного середо-
вища α-МЕМ, що містило 10 % ЕС, 0,2 мM 
L-глутаміну й антибіотики, а також індуктори 
адипогенезу у кількості 0,5 мM 3-ізобутил-1-
метил-ксантину, 1 мкM дексаметазону, 10 мкг/мл
інсуліну, 100 мкM індометацину (всі індуктори 
виробництва Sigma-Aldrich) [21].

Клітини культивували у середовищах індук-
ції впродовж 21 доби, після чого культури фік-
сували впродовж 30 хв при 4 °С у 10%-вому фор-
маліні, який готували на фосфатному буфері 
(рН 7,2). Здатність до остеогенного диференці-
ювання оцінювали за експресію лужної фосфа-
тази з використанням набору «Fast Blue RR Salt, 
Naphtol AS-MX Phosphate Alkaline Solution kit 
№ 85» (Sigma-Aldrich) згідно з інструкцією ви-
робника.

Індикацію накопичення ліпідів проводили 
шляхом забарвлення культур масляним чер-
воним О [6].

Отримані в роботі експериментальні резуль-
тати обробляли статистично. Оцінку нормаль-
ності розподілу отриманих результатів прово-
дили за допомогою критерію Шапіро-Уїлка. 
Залежно від характеру розподілу даних для по-
рівняння вибірок використовували t-критерій 
Стьюдента із поправкою Бонферроні або одно-
факторний дисперсійний аналіз ANOVA і кри-
терій Манна-Уїтні.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ

Кріоконсервування МСК у вигляді суспензій 
після відігріву дозволяло отримати понад (89 ±
± 4)% життєздатних клітин. На відміну від за-
морожування суспензії клітин, кріоконсерву-
вання МСК у складі матриць значно зменшу-
вало відсоток життєздатних клітин. Показники, 
отримані за підрахунком кількісного співвід-
ношення ФДА-позитивних (живих) клітин і 
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ЕБ-позитивних (мертвих) клітин, складали (48 ±
± 4) %. Якісним негативним контролем були ма-
триці з клітинами, які заморожували без ви-
користання кріопротекторів. Після такого ва-
ріанту заморожування на поверхні пор носія 
залишалися лише поодинокі життєздатні МСК. 
Характерні мікрофотографії клітин, кріокон-
сервованих у складі колагенових матриць, на-
ведено на рис. 1.

Метаболічну активність клітин оцінювали 
через добу після відігріву та рекультивування у 
стандартних умовах (37 °С, 5 % СО2). Рівень 
флуоресценції відновленої форми АВ клітин, 
кріоконсервованих у вигляді суспензії, був на 
15 % нижчим порівняно з рівнем до кріоконсер-
вування (рис. 2). 

Метаболічна активність МСК після кріокон-
сервування у складі колагенової матриці зни-

жувалась на 60 % порівняно з показником конт-
рольної групи (до кріоконсервування).

Таким чином, заморожування тривимірних 
біологічних конструкцій МСК на відміну від 
кріоконсервування суспензії МСК, приводить 
до збереження менше ніж половини життєздат-
них клітин після відігріву.

Виходячи із необхідності модифікації мето-
ду кріоконсервування із застосуванням 10 % 
ДМСО і ембріональної сироватки, нами було 
зроблено спробу покращити збереженість клі-
тин за рахунок модифікації методу кріоконсер-
вування.

У раніше проведеній нами серії експеримен-
тів [17] був розроблений новий підхід до підви-
щення стійкості суспензії МСК до кріопошкод-
жень, який полягає у комплексному використан-
ні сахаридів в якості доповнення до середовища 
культивування клітин (передобробка), а також 
до складу кріозахисного розчину. При цьому 
серед досліджених сахаридів сахароза показала 
найвищу активність. Запропонований метод 
модифікації процедури кріоконсервування з 
використанням сахарози був обраний для по-
дальших досліджень на 3D структурах.

Поєднане додавання сахарози за 24 години 
до кріоконсервування у середовище культи-
вування МСК та до складу кріозахисного роз-
чину суттєво впливало на життєздатність і влас-
тивості клітин. Передобробка сахарозою та її 
включення до кріозахисного розчину дозволяє 
підвищити показники життєздатності до (64 ± 
± 6) % (рис. 3, а). Слід зазначити, що після кріо-
консервування не було виявлено відмінностей 
у життєздатності між клітинами, розташова-
ними на периферії та в більш глибоких слоях 
колагенових носіїв (у діапазоні до 15—210 мкм 
глибини). Під час подальшого культивування
у складі колагенових матриць клітини були 

Рис. 1. МСК у складі колагенових мат-
риць, кріоконсервованих під захистом 
10 % ДМСО (а) і без застосування кріо-
протектора (б). Забарвлення ФДА/ЕБ, 
конфокальна лазерна мікроскопія

Рис. 2. Метаболічна активність МСК у складі триви-
мірних носіїв на основі колагену та у вигляді суспензії 
до (    ) та після (    ) кріоконсервування
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здатні до проліферації, а мертві залишки по-
ступово елімінувались. На 5-ту добу після віді-
гріву і подальшого рекультивування майже 
весь об’єм матриці рівномірно заповнювали 
клітини, що свідчить про активні відновні про-
цеси (рис. 3, б).

Метаболічна активність клітин у складі кола-
генових матриць, кріоконсервованих із засто-
суванням сахарози, знижувалась на (40 ± 5) % 
порівняно з показником до кріоконсервування, 
що на 18 % вище за результати, отримані без 
процедури передобробки. Таким чином, у ро-
боті показана можливість підвищення стійкос-
ті розпластаних клітин до факторів кріопо-
шкодження шляхом культивування у присут-
ності сахарози. 

Слід зазначити, що МСК, кріоконсервовані 
із застосуванням попередньої передобробки 
сахарозою, зберігали здатність до мультіліній-
ного диференціювання в остео- та адипоген-
ному напрямах: під час культивування в при-
сутності індукторів адипогенезу клітини нако-
пичували нейтральні ліпіди (рис. 4, а), а в при-
сутності остеогенних індукторів експресували 
лужну фосфатазу (рис. 4, б). 

Традиційне моношарове 2D культивування 
не дозволяє зберегти властивості МСК під час 
тривалого розмноження, тоді як 3D культиву-
вання, яке частково відтворює механізми ре-

гуляції, що діють у природних системах, ство-
рює кращі умови для росту МСК [11]. У зв’язку 
з цим потрібні нові підходи до кріоконсерву-
вання клітин у складі матриць.

Результати даної роботи свідчать, що клітини 
в складі макропористих 3D біоконструкцій 
дуже чутливі до факторів кріоконсервування. 
Умови, які забезпечують збереження майже 
всіх клітин у суспензії після кріоконсервуван-
ня (повільне двоетапне охолодження в при-
сутності 10 % ДМСО і сироватки), призводять 
до загибелі половини клітин. Низька ефектив-
ність кріоконсервування 3D біоконструкцій 
обумовлена більш вираженою, порівняно з 
клітинами у суспензії, дією осмотичних та ме-
ханічних ефектів, спричинених формуванням 
кристалів льоду. Досить великі лінійні розміри 
біоконструкції створюють перешкоди рівно-
мірному розподілу кріопротекторів у різних 
ділянках матриці. Це обумовлює виникнення 
локальних ділянок із досить високою концен-
трацію токсичного кріопротектора, а також 
ділянок, де через повільну дифузію кріозахис-
ний розчин майже відсутній. 

Вочевидь, у процесі кріоконсервування 3D 
конструкцій на життєздатність клітин впли-
ває чисельна кількість факторів: об’єм зразка, 
швидкість охолодження та відтавання, фізич-
ні властивості скаффолда та ін. Досліджен-

Рис. 3. МСК у складі колагенових ма-
триць, кріоконсервованих під захистом 
сахарози і 10 % ДМСО, безпосередньо 
після відігріву (а) та через 5 діб культи-
вування (б). Забарвлення ФДА/ЕБ, кон-
фокальна лазерна мікроскопія

Рис. 4. Здатність МСК до адипогенно-
го (а) та остеогенного (б) диференцію-
вання після кріоконсервування з попе-
редньою передобробкою сахарозою
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ню цього питання присвячено декілька робіт. 
Зокрема, позитивний ефект мав підхід з регу-
люванням ступеня розпластування клітин на 
поверхні матриць [7]. Іншими дослідниками 
було показано, що кріоконсервування в міні-
мальному об’ємі кріопротектора, так зване крі-
оконсервування «на повітрі», також дозволяє 
підвищити показники життєздатності МСК 
[11]. Ми застосували процедуру попередньої 
обробки МСК у складі макропористих матриць 
сахарозою в процесі культивування, це до-
зволило значно підвищити ефективність їх 
кріоконсервування. Крім того, ми доповнили 
кріозахисне середовище сахарозою, яка діє як 
позаклітинний кріопротектор, підвищує осмо-
лярність середовища, зменшує утворення крис-
талів льоду всередині клітини та стабілізує 
плазматичну мембрану під час процесу замо-
рожування. Позитивний вплив застосуван-
ня сахарози був продемонстрований у роботі 
з кріоконсервування МСК у складі алогенних 
біоскаффолдів [9]. Результати цієї роботи уз-
годжуються з дослідженням X. Xu та співавт. 
[20], в якому також показано, що під час по-
вільного охолодження прикріплені до поверхні 
МСК є більш вразливими до дії низьких тем-
ператур, ніж клітини у суспензії. При цьому 
швидкість охолодження 10 °C/хв призводить до 
значного зниження внутрішньоклітинного pH, 
деформації філаментів актину та агрегації міто-
хондрій, ніж під час охолодження з більш по-
вільними швидкостями (1—1,5 °C/хв).

Суттєва відмінність клітин у скаффолді по-
рівняно із суспензією полягає в їх прикріпленні 
до поверхні пор. Одним із можливих пояснень 
більшої кріочутливості є те, що розпластані 
клітини мають обмежену здатність до реоргані-
зації цитоскелета у відповідь на зміну осмо-
тичного тиску та формування кристалів льоду. 
На відміну від клітин у суспензії, які можуть 
вільно змінювати форму, розпластані клітини 
зазнають додаткових механічних навантажень, 
що збільшує ризик пошкодження мембран та 
загибелі клітин. При цьому відомо, що фізичні 
властивості матриці суттєво впливають на рі-
вень пошкодження клітин. Результати дослід-
ження впливу релаксації/розтягування клітин 
на поверхні пор показали, що модульована ком-
пресія/декомпресія клітин сприяє кращій при-
кріпленості та виживанню клітин [1]. Тобто, у 
випадку використання не жорстких колагено-
вих макропористих матриць, що мають патер-

ни розтягування/стискання, у відповідь на при-
кладені фізичні сили, які виникають під час 
кріоконсервування, можна казати про певний 
ступінь адаптації як цитоскелета, так і залежної
від нього мембрани. Можна припустити, що 
розробка та використання матриць з меншою 
жорсткістю порівняно з обраними в нашій ро-
боті дозволять отримати більш високі показники 
життєздатності клітин після кріоконсервування.

Виявлений у наших роботах позитивний ефект
попередньої обробки сахарозою на збереже-
ність клітин при кріоконсервуванні може бу-
ти обумовлений декількома механізмами. По-
перше, впродовж достатньо тривалого культи-
вування клітин (24 години) сахароза може по-
вільно концентраційно-залежним шляхом 
переноситись через плазматичну мембрану, що 
може бути обумовлено пасивною дифузією або 
активним клатрін-залежним шляхом, як пока-
зано для трегалози [3]. V. Mutsenko та співавт. 
з’ясували [13], що підвищення внутрішньоклі-
тинної концентрації сахарози шляхом пермеа-
білізації МСК електропорацією дозволяє отри-
мати високі показники життєздатності клітин 
(більш ніж 80 %) після кріоконсервування у від-
сутності ДМСО та інших кріопротекторів. По-
друге, присутність осмотично активної саха-
рози в культуральному середовищі призводить 
до часткової дегідратації клітин і, відповідно, 
до зміни площі та щільності контакту з поверх-
нею носія. У цьому зв’язку доцільно зверну-
тись до результатів роботи Y. Petrenko та спів-
авт.[16], у якій показано, що МСК, що помірно 
розпластані на поверхні пор скаффолда, менш 
чутливі до дії кріоконсервування, ніж ті, що до-
вше прикріплювались та мали більшу площу 
контакту з носієм. Цікаво, що позитивний ефект
передобробки сахарозою реалізується тільки в 
умовах, коли сахароза присутня як в середовищі 
культивування, так і в середовищі кріоконсер-
вування. За відсутності сахарози в середовищі 
кріоконсервування вплив передобробки незнач-
ний. Цей факт, а також суттєво нижчі показ-
ники життєздатності не оброблених сахарозою 
клітин після кріоконсервування під захистом са-
харози [17], можуть обумовлюватися зменшен-
ням внутрішньоклітинної концентрації саха-
рози за її відсутності в зовнішньому розчині.

Результати роботи свідчать про те, що перед-
обробка сахарозою сприяє збереженості клі-
тин під час кріоконсервування не тільки у сус-
пензії, але і в складі макропористих матриць, де 
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вони знаходяться у прикріпленому до поверхні 
стані. Але, незважаючи на суттєве покращен-
ня збереженості МСК, запропонований ме-
тод кріоконсервування потребує подальшого 
вдосконалення. Дослідження можуть бути 
спрямовані на вивчення механізмів посилен-
ня резистентності МСК у складі 3D біокон-
струкцій, захисної дії кріопротекторів, а також 
на розробку нових типів матриць, оптиміза-
цію режимів насичування розчином кріопро-
текторів, заморожування та відігріву МСК у 
складі 3D біоконструкцій. 

ВИСНОВКИ

Кріоконсервування МСК у складі 3D матриць 
із застосуванням програмного повільного за-

морожування під захистом 10 % ДМСО до-
зволяє зберегти життєздатність і метаболіч-
ну активність на рівні (48 ± 4) і (40 ± 5) % від-
повідно. 

Використання сахарози на етапі передоб-
робки і під час подальшого кріоконсервування 
під захистом 10 % ДМСО забезпечує підвищен-
ня показників збереженості клітин у складі ма-
кропористих колагенових носіїв на 18 %. У про-
цесі подальшого 3D культивування МСК, кріо-
консервовані в складі носіїв із застосуванням 
передобробки сахарозою, мають типову фібро-
бластоподібну форму, зберігають здатність до 
мультілінійного диференціювання, активно 
проліферують і заселяють об’єм колагенової 
матриці.
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CRYOPRESERVATION OF MESENCHYMAL STEM CELLS WITHIN MACROPOROUS MATRICES 
AFTER SUCROSE PRETREATMENT  
Mesenchymal stromal/stem cells (MSCs) attract the attention of scientists and specialists in various fi elds of medicine 
due to their high immunomodulatory and regenerative potential, ability to multilineage diff erentiation. Eff ective storage 
technologies are essential for the  implementation of MSCs into medical and laboratory practice. Th e article investigates 
the eff ect of pretreatment with sucrose on the viability, metabolic activity and diff erentiation potential of MSCs aft er 
cryopreservation in three-dimensional (3D) macroporous matrices. Th e results of the study showed that pretreatment 
with sucrose increased the effi  ciency of cell cryopreservation in collagen matrices by slow cooling in the presence of 10% 
DMSO and serum. Th e viability and metabolic activity of cells aft er cryopreservation in 3D matrices was signifi cantly 
higher when treated with sucrose. It was also found that cells aft er cryopreservation retained the ability to proliferate 
and multilineage diff erentiation. Th e fi ndings suggest that using sucrose for cell pretreatment is a promising approach 
to reduce cryodamage during their cryopreservation in 3D matrices and opens up new opportunities for increasing the 
effi  ciency of storage of tissue-engineered constructs.
Key words: mesenchymal stem cells, pretreatment, sucrose, cryopreservation, DMSO, viability, metabolic activity, 
induced diff erentiation, tissue-engineered constructs.




