
Probl Cryobiol Cryomed 2019; 29(3):266–276
https://doi.org/10.15407/cryo29.03.266
оригінальне дослідження                                                                                        research article

УДК 611.36.013:615.014.41 

М.В. Останков, Л.А. Леонова, Н.А. Бондарович*, Л.В. Останкова, А.Н. Гольцев
Влияние условий криоконсервирования 
на фенотипический профиль и иммуномодулирующую 
активность клеток фетальной печени

UDC 611.36.013:615.014.41 

M.V. Ostankov, L.A. Leonova, M.A. Bondarovich*, L.V. Ostankova, A.M. Goltsev
Eff ect of Cryopreservation Conditions on Phenotypic Profi le 

and Immunomodulating Activity of Fetal Liver Cells
 

Реферат: Исследовано влияние условий криоконсервирования (концентрация криопротектора диметилсульфокси-
да – ДМСО, скорость охлаждения в различных температурных интервалах) на фенотипический профиль и иммуномоду-
лирующую активность клеток фетальной печени (КФП) крыс 14 суток гестации. Клетки замораживали по двум режимам 
под защитой 7,5; 10 и 12,5% ДМСО. Определяли фенотипический профиль КФП (CD34+СD38–, Sca-1+CD34–, Sca-1+CD34+, 
CD44–CD73+, CD44+CD73+), их цитоморфологические показатели, количество и жизнеспособность. Разработанный в дан-
ной работе режим криоконсервирования КФП обеспечивал сохранность в гетерогенной популяции клеток с иммуномо-
дулирующей активностью, которую оценивали в системе in vivo на модели экспериментального атопического дерматита 
(ЭАД). Экспериментально установлена эффективность применения криоконсервированных КФП по режиму 1 (1 град/мин
до –25°С; 5-минутная стабилизация при –25°С и погружение в жидкий азот) с 10% ДМСО для восстановления показа-
телей крови и снижения интенсивности кожных воспалительных реакций у крыс с индукцией ЭАД.

Ключевые слова: криоконсервирование, ДМСО, клетки фетальной печени крысы, иммуномодулирующая активность, 
атопический дерматит.

Реферат: Досліджено вплив умов кріоконсервування (концентрація кріопротектору диметилсульфоксиду − ДМСО, швид-
кість охолодження в різних температурних інтервалах) на фенотипічний профіль та імуномодулюючу активність клітин 
фетальної печінки (КФП) щурів 14 діб гестації. Клітини заморожували за двома режимам під захистом 7,5; 10 і 12,5% ДМСО. 
Визначали фенотипічний профіль КФП (CD34+СD38–, Sca-1+CD34–, Sca-1+CD34+, CD44–CD73+, CD44+CD73+), їх цитоморфо-
логічні показники, кількість та життєздатність. Розроблений у даній роботі режим кріоконсервування КФП забезпечував збе-
реження в гетерогенній популяції клітини з імуномодулюючою активністю, яку оцінювали в системі in vivo на моделі експе-
риментального атопічного дерматиту (ЕАД). Експериментально встановлено ефективність застосування кріоконсервованих
КФП за режимом 1 (1 град/хв до −25°С; 5-хвилинна стабілізація при −25°С і занурення в рідкий азот) з 10% ДМСО для віднов-
лення показників крові та зниження інтенсивності шкірних запальних реакцій у щурів із індукцією ЕАД.

Ключові слова: кріоконсервування, ДМСО, клітини фетальної печінки щура, імуномодулююча активність, атопічний дерматит.
Abstract: The eff ect of cryopreservation conditions (concentration of dimethyl sulfoxide cryoprotectant, cooling rate in 

diff erent temperature ranges) on phenotypic profi le and immunomodulating activity of rat fetal liver cells (FLCs) of 14 days of 
gestation was investigated. The cells were frozen according to two regimens under protection of 7.5; 10, and 12.5% dimethyl 
sulfoxide. We evaluated the phenotypic profi le of FLCs (CD34+СD38–, Sca-1+CD34–, Sca-1+CD34+, CD44–CD73+, CD44+CD73+), 
their cytomorphological indices, number and viability. The FLCs cryopreservation regimen developed in this work provided the 
preservation in a heterogeneous cell population with immunomodulating activity, evaluated in vivo in the model of experimental 
atopic dermatitis (EAD). The effi  ciency of using FLCs cryopreserved according to the regimen 1 (1 deg/min to –25°С; stabilization 
at –25°С for 5 min and plunging into liquid nitrogen) with 10% DMSO to restore blood counts and reduce the intensity of dermal 
infl ammatory reactions in rats with the induced EAD was experimentally established.

Key words:  cryopreservation, DMSO, rat fetal liver cells, immunomodulating activity, atopic dermatitis.
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Одна из актуальных задач криобиологии,
имеющих как теоретическое, так и прикладное 
значение − исследование процессов, протека-
ющих на разных этапах криоконсервирования
клеточных суспензий [1, 3, 12]. Это обусловлено не-
обходимостью разработки оптимального режима 
криоконсервирования, обеспечивающего сохра-

The study of the processes occurring at diff erent 
stages of cell suspension cryopreservation is one of 
urgent tasks of cryobiology, having both theoretical and 
applied values [1, 5, 23]. This is due to the necessity to 
develop an optimal cryopreservation regimen, provi-
ding preservation of structural organization and 
functional activity of diff erent cells [7, 10, 18, 21].



нение структурной организации и функцио-
нальной активности различных клеток [5, 9,
21, 23].

Весьма проблемной является разработка оп-
тимальных условий криоконсервирования кле-
точных суспензий, представляющих собой ге-
терогенную клеточную популяцию, каждый из 
элементов которой реализует специфическую 
функцию, обеспечивая интегральный потенциал 
определенной биологической структуры [3, 8].
В этой связи важна минимизация внутрикле-
точной кристаллизации [2, 6]. В то же время 
необходимо учитывать процесс внеклеточной 
кристаллизации, вследствие которой при замора-
живании клетки вытесняются в межкристалли-
ческие участки, преимущественно содержащие 
раствор криопротектора [6], что снижает жизне-
способность клеток после замораживания-оттаи-
вания. 

В настоящее время разработаны способы крио-
консервирования кроветворных клеток разного 
генеза [2, 3, 14, 17]. Преимущественно при этих 
способах в качестве криопротектора использует-
ся диметилсульфоксид (ДМСО) [3, 12, 17]. Для 
криоконсервирования гемопоэтических клеток 
костного мозга оптимальными являются режи-
мы, предусматривающие низкие скорости охлаж-
дения с использованием 10% ДМСО [5, 11].

К числу гемопоэтических тканей относятся 
клетки фетальной печени (КФП) [7, 13], кото-
рые широко применяются в клеточной терапии и,
в частности, регенеративной медицине [7, 13, 24]. 
При этом обязательным этапом их подготовки к 
клиническому применению является криоконсер-
вирование [2, 3, 25]. 

Доказано, что эффективность действия КФП 
обусловлена присутствием в них широкого спектра
клеточных популяций, среди которых основную
роль играют гемопоэтические (ГСК) и мезенхи-
мальные стволовые клетки (МСК) [7, 18]. Среди 
ГСК наименее дифференцированной считается 
субпопуляция Sca-1+CD34–-клеток. При диффе-
ренцировке на поверхности этих клеток появ-
ляется CD34-молекула, вследствие чего форми-
руется пул краткосрочной популяции ГСК (Sca-1+

CD34+) [18]. Одним из наиболее характерных 
фенотипических маркеров МСК в общем пуле 
КФП является CD73-молекула, тогда как нали-
чие CD44-молекулы характеризует их диффе-
ренцированное состояние [15]. Интегральный 
функциональный потенциал КФП во многом
определяется продукцией регуляторных пеп-
тидов, которые оптимизируют процессы реге-
нерации в органах и тканях, обладают иммуно-
модулирующей активностью и, как правило, не

Development of optimal conditions of cell 
suspension cryopreservation, being of heterogeneous 
cell population is extremely problematic. Each 
element of population has a specifi c function, 
providing the integral potential of a certain bio-
logical structure [5, 9]. Herewith minimization of 
intracellular crystallization is important [4, 8]. At
the same time, it is also necessary to take into
account an extracellular crystallization, due to which,
during freezing, the cells are pushed to inter-
crystalline areas, mainly containing a cryoprotectant 
solution [8], reducing the cell viability after freeze-
thawing.

Nowadays there have been developed the cryo-
preservation methods for hematopoietic cells of 
diff erent genesis [3, 4, 5, 14]. These methods mostly 
use dimethyl sulfoxide (DMSO) as a cryopro-
tectant [5, 14, 23]. Regimens providing low cooling
rates using 10% DMSO are optimal for cryo-
preservation of hematopoietic bone marrow cells [7, 
11, 19].

Hematopoietic tissues include the fetal liver 
cells (FLCs) [2, 11], which are widely used in cell 
therapy and, in particular, regenerative medicine [2, 
11, 22]. At the same time, cryopreservation is a man-
datory step in preparation of FLCs for clinical use [4, 
5, 25].

It has been proven that the effi  ciency of FLCs
is stipulated by the presence of a wide range of
cell populations in them, among which the main
role is played by hematopoietic (HSCs) and mesen-
chymal stem cells (MSCs) [11, 15]. Subpopulation
of Sca-1+CD34+ cells is the least diff erentiated
among HSCs. During diff erentiation, a CD34-mo-
lecule appears on the surface of these cells, as a
result of which a pool of a short-term HSC po-
pulation (Sca-1+CD34+) is formed [15]. CD73-mole-
cule is one of the most characteristic phenotypic 
markers of MSCs in a total pool of FLCs, while
CD44-molecule characterizes their diff erentiated 
state [12]. The integral functional potential of FLCs 
is largely determined by the production of regula-
tory peptides that optimize regeneration processes 
in organs and tissues, possess immunomodulating 
activity and, as a rule, do not cause the development 
of allergic reactions after administration [2].

Previously we have shown [5, 6] that, after cryo-
preservation the FLCs preserve immunomodulating 
activity evaluated in model systems. In this work,
the ability of cryopreserved FLCs to correct the im-
mune system (IS) of the recipient’s organism was 
tested during the induction of experimental atopic
dermatitis (EAD).

The research aim was to evaluate the eff ect of 
various cryopreservation conditions on phenotypic 
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вызывают после введения развития аллергиче-
ских реакций [13]. 

Ранее нами было показано [3, 4], что после кри-
оконсервирования КФП сохраняют иммуномоду-
лирующую активность, оцененную в модельных 
системах. В данной работе способность криокон-
сервированных КФП корригировать иммунную 
систему (ИС) организма реципиента была ап-
робирована при индукции экспериментального
атопического дерматита (ЭАД).

Цель работы – оценить влияние различных
условий криоконсервирования на фенотипиче-
ский профиль и цитоморфологические показате-
ли клеток фетальной печени, а также на их спо-
собность восстанавливать показатели крови и 
снижать интенсивность кожных воспалительных 
реакций у крыс при лечении экспериментального 
атопического дерматита.

Материалы и методы
Эксперименты проведены на 6-месячных кры-

сах-самках линии Вистар массой 180−200 г сог-
ласно Закону Украины «О защите животных от
жестокого обращения» (№ 3447-IV от 21.02.2006 г.)
с соблюдением требований Комитета по биоэти-
ки Института, согласованных с положением «Ев-
ропейской конвенции по защите позвоночных
животных, которые используются в эксперимен-
тальных и других научных целях» (Страсбург, 
1986). 

Суспензию КФП крыс 14 суток гестации полу-
чали путем диссоциации в гомогенизаторе Пот-
тера в питательной среде 199 («Пан Эко», Россия)
с 3%-й эмбриональной телячьей сывороткой («Био-
лоТ», Россия) и 2%-м цитратом натрия (рабочий 
раствор). Этот же рабочий раствор использовали 
на этапах замораживания клеток. Экспозицию 
КФП с криопротектором ДМСО в концентрации 
7,5; 10; 12,5% проводили в течение 5 мин при
температуре 4°С. Криоконсервировали КФП в 
полиэтиленовых ампулах («Nunc», Германия) в
объеме 1 мл на программном замораживателе 
УОП-06 (СКТБ с ОП при ИПКиК НАН Украи-
ны). Были использованы ступенчатые режимы 
замораживания с разными скоростями охлажде-
ния: режим 1 – 1 град/мин до –25°С, 5-минутная 
стабилизация при –25°С и погружение в жидкий 
азот; режим 2 – 1 град/мин до –40°С, 5-минутная 
стабилизация при –40°С, 10 град/мин до –90°С 
и погружение в жидкий азот. Оттаивание образ-
цов осуществляли на водяной бане при 41°С в 
течение 1–3 мин до исчезновения твердой фазы.
После размораживания суспензию клеток отмы-
вали от криопротектора в рабочерм растворе, цен-
трифугировали при 300g в течение 10 мин.

profi le and cytomorphological parameters of fetal 
liver cells, as well as their ability to restore the blood 
counts and reduce the intensity of skin infl amma-
tory reactions in rats during treatment of experi-
mental atopic dermatitis.

Materials and methods
All the experiments were performed in female 

Wistar rats of 6 months age of 180–200 g in accordance 
with the Law of Ukraine ‘On the Protection of 
Animals against Cruelty’ (N 3447-IV of February 
21, 2006) in compliance with the requirements of
the Bioethics Committee of the Institute for Prob-
lems of Cryobiology and Cryomedicine of the Na-
tional Academy of Sciences of Ukraine, agreed 
with the provisions of the ‘European Convention 
for the Protection of Vertebrate Animals Used 
for Experimental and Other Scientifi c Purposes’ 
(Strasbourg, 1986).

Suspension of rat FLCs of 14 gestation days
was obtained by dissociation with a Potter homo-
genizer in nutrient medium 199 (PanEko, Russia) 
with 3% fetal bovine serum (Biolot, Russia) and 
2% sodium citrate (handling solution). The same
handling solution was used at the stages of cell free-
zing. FLCs with 7.5; 10; 12.5% DMSO cryo-
protectant were exposed for 5 min at 4°C. FLCs
were cooled in 1 ml polyethylene ampoules (Nunc, 
Germany) with a programmable freezer UOP-
6 (Special Designing and Technical Bureau with 
Experimental Unit of the Institute for Problems 
of Cryobiology and Cryomedicine of the National 
Academy of Sciences of Ukraine). The stepwise 
freezing regimens with diff erent cooling rates were 
used: regimen 1 – 1 deg/min down to –25°С, 5-minute 
stabilization at –25°С and plunging into liquid nit-
rogen; regimen 2 – 1 deg/min down to –40°С, 
5-minute stabilization at –40°С, 10 deg/min down
to –90°С and plunging into liquid nitrogen. The 
samples were warmed in a water bath at 41°С for
1–3 min until a solid phase disappeared. After
thawing, the cell suspension was washed from 
cryoprotectant with a handling solution, centri-
fuged at 300g for 10 min.

FLC suspension was assessed for a number of 
nucleated cells (in Goryaev’s chamber), viability 
(using supravital staining with trypan blue (TB) 
and propidium iodide (PI)) prior to and after freeze-
thawing [17]. Morphological composition of FLCs 
was evaluated in smears stained with azure II-
eosin according to Romanovsky, using a Primo Star 
light microscope (Carl Zeiss, Germany); ocular ×10, 
objective ×90 (oil immersion) by counting 500 
cells. The content of all cell types was expressed as 
a percentage. Subpopulation composition of FLCs 



В суспензии КФП до и после замораживания-
оттаивания определяли количество ядросодер-
жащих клеток (в камере Горяева), жизнеспособ-
ность (методом суправитального окрашивания 
трипановым синим (ТС) и пропидием йодида (PI)) 
[20]. Морфологический состав КФП оценивали
на мазках-отпечатках, окрашенных азур II-эози-
ном по Романовскому, с помощью светового ми-
кроскопа «Primo Star» («Carl Zeiss», Германия); 
окуляр ×10, объектив ×90 (масляная иммерсия) 
путем подсчета 500 клеток. Содержание всех 
типов клеток выражали в процентах. Субпо-
пуляционный состав КФП оценивали на цито-
флуориметре «FACS Calibur» («BD», США) с ис-
пользованием моноклональных антител к СD34, 
CD38, CD44, CD73, Sca-1 молекулам («BD», 
США). Результаты обрабатывали с помощью про-
граммы «Wіn MDІ 2.9» («TSRI», США). 

Экспериментальных животных разделили на 
группы: 1 – контроль (здоровые), 2 – с индук-
цией ЭАД; 3 – с введением свежевыделенных 
КФП (5×106 кл/крысу); 4 – с введением крио-
консервированных КФП (5 × 106 кл/крысу). 

Свежевыделенные (сКФП) и криоконсерви-
рованные (кКФП) КФП вводили на 22-е сутки
после индукции ЭАД внутрибрюшинно одно-
кратно в объеме 0,5 мл с концентрацией клеток
5 × 106. Инициировали ЭАД втиранием в кожу 
5%-го спиртово-ацетонового раствора дини-
трохлорбензола в течение 21 суток [10]. Тера-
певтический эффект от введения кКФП крысам 
с ЭАД оценивали на 5-е сутки по характеру вос-
становления показателей крови и снижению ин-
тенсивности кожных воспалительных реакций. 
Для выявления иммунных нарушений на локаль-
ном уровне проводили иммунофенотипирова-
ние клеток кожного инфильтрата на проточном 
цитофлуорометре «FACS Сalibur» («BD») с при-
менением моноклональных антител к молекулам 
CD3, CD4, CD8, CD25 («BD»). По соотношению 
CD4/CD8 вычисляли иммунорегуляторный ин-
декс (ИРИ).

Статистическую обработку эксперименталь-
ных данных проводили по методу Стьюдента-Фи-
шера с применением программы «Statistica 7.0» 
(«Stat Soft Inc.», США).

Результаты и обсуждение
Немаловажным при криоконсервировании для 

обеспечения сохранности клеточных суспензий
является использование криопротектора. Наибо-
лее широко используемым для этих целей криоза-
щитным соединением является ДМСО. Тем не 
менее наряду с обеспечением криорезистент-
ности клеткам он проявляет токсические свойства

was evaluated with FACS Calibur cytofl uorimeter
(BD, USA) using monoclonal antibodies to CD34, 
CD38, CD44, CD73, Sca-1 molecules (BD, USA). 
The results were processed using WinMDI 2.9 
software (TSRI, USA).

Experimental animals were divided into the 
following groups: 1– control (healthy); 2 – with 
EAD induction; 3 – with introduction of freshly iso-
lated FLCs (5 × 106 cells/rat); 4 – with introduc-
tion of cryopreserved FLCs (5 × 106 cells/rat).

Freshly isolated (fFLCs) and cryopreserved 
(cFLCs) FLCs were administered as a single-dose 
intraperitoneally in the volume of 0.5 ml with a 
cell concentration of 5 × 106 on the 22nd day after 
EAD induction. EAD was initiated by infriction 
onto the skin of 5% alcohol-acetone solution of 
dinitrochlorobenzene for 21 days [24]. Therapeutic 
eff ect after administering FLCs to the rats with 
EAD was evaluated to the 5th day by the nature of 
restoration of blood counts and a decrease in in-
tensity of dermal infl ammatory reactions. To iden-
tify immune disorders immunophenotyping of skin 
infi ltrate cells was performed with FACS Calibur 
(BD) fl ow cytofl uorimeter using monoclonal anti-
bodies to CD3, CD4, CD8, CD25 (BD) molecules. 
Immunoregulatory index (IRI) was calculated by 
CD4/CD8 ratio.

Experimental data were statistically processed 
with Student-Fisher’s method using Statistica 7.0 
software (Stat Soft Inc., USA).

Results and discussion
During cryopreservation the use of cryopro-

tectant is important to provide survival of cell 
suspensions. DMSO is the most widely used cryo-
protective compound for these purposes. Never-
theless, along with providing a cryoresistance to
cells, it exhibits toxic properties [1, 20]. Thus, selec-
tion of optimal concentration of this cryopro-
tectant is one of the important factors determining 
the eff ectiveness of cryopreservation [4, 7]. Thus 
we have carried out a study of the eff ect of FLC 
exposure with 12.5% DMSO on the integrity, 
structure and cytomorphological characteristics. So,
after dissociation of liver and obtaining the FLC 
suspension (control), the viability was (79.00 ±
3.00)% by TB staining and (73.00 ± 4.00)% when 
using PI. The FLC viability indices after exposure 
with DMSO did not signifi cantly change.

The morphological composition of the control 
FLC samples was presented by undiff erentiated blasts
(8.71 ± 1.24)%; erythroid immature cells (75.42 ±
5.87)%, (45.35 ± 3.04)% of which were normo-
blasts; myeloblasts (2.81 ± 0.86)%, immature (1.15 
± 0.24)% and mature (1.92 ±0.84)% granulocytes; 

269проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 29, №/issue 3, 2019



[1, 22]. Таким образом, подбор оптимальной кон-
центрации данного криопротектора является од-
ним из важных факторов, определяющих эффек-
тивность криоконсервирования [2, 5]. В связи
с этим было проведено исследование влияния
экспозиции КФП с ДМСО в предполагаемой для 
использования концентрации 12,5% на сохран-
ность, структуру и цитоморфологические ха-
рактеристики. Так, после диссоциации печени и
получения суспензии КФП (контроль) жизнеспо-
собность составляла (79,00 ± 3,00)% по окраши-
ванию ТС и (73,00 ± 4,00)% при использовании PI. 
Показатели жизнеспособности КФП после экс-
позиции с ДМСО значимо не изменялись. 

Морфологический состав контрольных образ-
цов КФП представлен: недифференцированными 
бластами ((8,71 ± 1,24)%); незрелыми клетками 
эрироидного ряда ((75,42 ± 5,87)%), из которых 
(45,35 ± 3,04)% – нормобласты; миелобластами 
((2,81 ± 0,86)%), незрелыми ((1,15 ± 0,24)%) и зре-
лыми ((1,92 ± 0,84)%) гранулоцитами; моноцитами 
((2 ± 0,48)%); лимфоцитами ((1,25 ± 0,01)%) и гепа-
тоцитами ((7,00 ± 0,56)%). Эти данные были взяты
за 100% (табл. 1). При оценке КФП после экспо-
зиции с ДМСО существенных изменений выяв-
лено не было.

При оценке показателей субпопуляционного 
состава КФП после диссоциации и экспо-
зиции с ДМСО значимых различий не установ-

Примечание:  *– отличия значимы по сравнению со свежевыделенными КФП (р < 0,05). 
Note: *– diff erences are signifi cant if compared with freshly isolated FLCs, р < 0.05. 

Таблица 1. Морфологический состав КФП, криоконсервированных по режиму 1
Table 1. Morphological composition of FLCs cryopreserved according to regimen 1

Клеточный состав 
Cell composition

КФП, %
FLCs, %

кКФП + ДМСО, % 
cFLCs+DMSO, %

7,5% 10% 12,5%

Недифференцированные бласты  
Undifferentiated blasts 8,72 ± 1,24 10,53 ± 1,24* 13,84 ± 1,22 * 8,04 ± 0,63

Эритробласты 
Erythroblasts 29,05 ± 2,83 23,03 ± 1,83* 28,03 ± 2,06 20,08 ± 1,32*

Нормобласты 
Normoblasts 46,37 ± 3,04 63,41 ± 4,35 * 53,42 ± 6,13* 70,75 ± 6,68*

Миелобласты 
Myeloblasts 2,81 ± 0,86 0,24 ± 0,01* 1,21 ± 0,01* –

Зрелые гранулоциты 
Mature granulocytes 1,65 ± 0,84 – – –

Незрелые гранулоциты 
Immature granulocytes 1,15 ± 0,24 – – –

Моноциты 
Monocytes 2,00 ± 0,48 0,75 ± 0,03* 1,26 ± 0,01* –

Лимфоциты 
Lymphocytes 1,25 ± 0,01 2,18 ± 0,31* 2,24 ± 0,43* 1,32 ± 0,27

Гепатоциты 
Hepatocytes 7,00 ± 0,56 – – –

monocytes (2 ± 0.48)%; lymphocytes (1.25 ± 0.01)% 
and hepatocytes (7.00 ± 0.56)%. These data were 
assumed as 100% (Table 1). Assessing the FLCs after 
exposure with DMSO did not revealed any signi-
fi cant changes.

When assessing the indices of subpopulation 
composition of FLCs after dissociation and exposure 
with DMSO, no signifi cant diff erences were found. 
Among HSCs, the relative content of diff eren-
tiated  CD34+Sca-1+ cells made 0.45%, undiff erentiated 
with CD34–Sca-1+ and CD34+CD38– profi le it was 
0.23 and 0.04%, respectively. The number of MSCs 
with CD44–CD73+ and CD44+CD73+ phenotype 
was 12.45 and 5.25%, respectively.

Viability indices, morphological and subpopu-
lation composition of FLCs did not signifi cantly
diff er from those when comparing freshly isolated 
samples and exposed with cryoprotectant cells. 
This enabled to conclude that 12.5% DMSO did
not toxically aff ect the integrity and cytomorpholo-
gical indices of FLCs.

At the next stage of the research the FLCs
were cryopreserved according to the regimens 1
and 2 to enrich the suspension with cell popula-
tion having immunomodulating activity. There
were examined 7.5; 10; 12.5% concentrations of 
DMSO diff erently aff ecting the number, viability 
and phenotypic characteristics of cells during 
freeze-thawing. The FLC viability was shown to
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лено. Среди ГСК относительное содержание 
дифференцированных CD34+Sca-1+ клеток соста-
вило 0,45%, недифференцированных с маркера-
ми CD34–Sca-1+ и CD34+CD38– – 0,23 и 0,04% 
соответственно. Количество МСК с фенотипом 
CD44–CD73+ и CD44+CD73+ было 12,45 и 5,25% 
соответственно. 

Показатели жизнеспособности, морфологичес-
кий и субпопуляционный состав КФП статисти-
чески значимо не отличались от таковых при 
сравнении свежевыделенных и экспонирован-
ных с криопротектором образцов. Это позволило 
сделать вывод, что ДМСО в концентрации 12,5%
не оказывает токсического действия на сох-
ранность и цитоморфологические показатели 
КФП.

На следующем этапе работы было проведе-
но криоконсервирование КФП по режимам 1 и 2
с целью обогащения суспензии популяцией кле-
ток с иммуномодулирующей активностью. Были 
апробированы концентрации ДМСО 7,5; 10; 12,5%,
которые в разной степени влияли на количество, 
жизнеспособность и фенотипические характе-
ристики клеток в процессе замораживания-отта-
ивания. Показано, что жизнеспособность кКФП 
значимо снижалась в разной степени и зависела 
от концентрации ДМСО и применяемого режима 
замораживания. Очевидно, это связано с дейст-
вием физико-химичских факторов криоконсерви-
рования [1, 6]. Поэтому разработка научно обос-
нованных режимов криоконсервирования для 
клеток различных тканей возможна только с уче-
том процессов массообмена в системе клетка-
окружающая среда на разных этапах криокон-
сервирования. Вследствие фазового перехода
вода-лед, являющегося неотъемлемым этапом
технологического процесса криоконсервиро-
вания клеточных суспензий, возникают пов-
реждающие факторы, в частности дегидрата-
ция и внутриклеточная кристаллизация [6]. Оп-
тимальная скорость охлаждения, специфичная для
конкретного типа клеток, обеспечивает баланс
трансмембранного массообмена клетка-окру-
жающая среда, в результате которого обезвожи-
вание клеток, с одной стороны, достаточно для
исключения вероятности внутриклеточного льдо-
образования, а с другой – не достигает крити-
ческого уровня, чтобы привести к неизбежному
повреждению клеток. Существенную роль в этом
процессе играют концентрация криопротоктора, 
а также особенности строения плазматичес-
ких мембран клеток, лимитирующих водный
поток [1].

Максимально высокое количество и показа-
тель жизнеспособности клеток были получены 
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Рис. 1. Показатели фенотипического профиля и со-
хранности КФП, криоконсервированных по режиму 1. 
1 – количество ядросодержащих клеток; 2 – жизнеспо-
собность клеток по ТС; 3 – жизнеспособность клеток по 
PI; 4 – содержание клеток CD34+CD38–; 5 – содержание 
клеток CD44+CD73+; 6 – содержание клеток CD73+CD44–; 
7 – содержание клеток Sca-1+CD34+; 8 – содержание 
клеток Sca-1+CD34–. За 100% приняты значения КФП 
после диссоциации (контроль, C); * – отличия значимы 
по сравнению с показателями контроля (р < 0,05). 
Fig. 1. Indices of phenotypic profi le and integrity of FLCs 
cryopreserved according to regimen 1. 1 – number of 
nucleated cells; 2 – cell viability by TB; 3 – cell viability 
by PI; 4 – CD34+CD38– cell content; 5 – CD44+CD73+ cell 
content; 6 – CD73+CD44– cell content; 7 – Sca-1+CD34+ cell 
content; 8 –  Sca-1+CD34– cell content. FLC values after
dissociation are assumed as 100% (control, C); * – diff e-
rences are signifi cantly signifi cant if compared with the 
control indices (p < 0.05).
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be signifi cantly decreased to diff erent extent and
to be depended on DMSO concentration and the 
applied freezing regimen. Obviously, this is asso-
ciated with the action of physicochemical factors
of cryopreservation [1, 8]. Therefore, the develop-
ment of scientifi cally based cryopreservation re-
gimens for cells of diff erent tissues is possible 
only taking into account the processes of mass 
transfer in ‘cell-environment’ system at diff erent 

cryopreservation stages. Due to water-ice phase 
transition, being an integral step in the technolo-
gical process of cell suspension cryopreserva-
tion, damaging factors arise, in particular, dehyd-
ration and intracellular crystallization [8]. The op-
timal cooling rate, specifi c for a particular type 
of cell, provides a balance of cell-environment 
transmembrane mass transfer, as a result of which
the dehydration of cells, on the one hand, is suf-
fi cient to exclude the possibility of intracellular ice 
formation, and on an other hand, does not reach 
a critical level to lead to unavoidable cell damage. 
Cryoprotectant concentration, as well as structural 

271проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 29, №/issue 3, 2019

C



при криоконсервировании КФП по режиму 1
под защитой 10% ДМСО (рис. 1). При изучении 
морфологического состава КФП, криоконсерви-
рованных по режиму 1, отмечены повышенное со-
держание недифференцированных бластов, эрит-
ро- и нормобластов, лимфоцитов при сравнении
с контролем и отсутствие гранулоцитов и гепа-
тоцитов (табл. 1).
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Рис. 2. Показатели фенотипического профиля и со-
хранности КФП, криоконсервированных по режиму 2. 
1 – количество ядросодержащих клеток; 2 – жизне-
способность клеток по ТС; 3 – жизнеспособность 
клеток по PI; 4 – содержание клеток CD34+CD38–; 5 –
содержание клеток CD44+CD73+; 6 – содержание кле-
ток CD73+CD44–; 7 – содержание клеток Sca-1+CD34+; 
8 – содержание клеток Sca-1+CD34–. За 100% приняты 
значения КФП после диссоциации (контроль, C); * –
отличия значимы по сравнению с показателями конт-
роля (р < 0,05). 
Fig. 2. Indices of phenotypic profi le and integrity of FLCs 
cryopreserved according to regimen 2. 1 – number of 
nucleated cells; 2 – cell viability by TB; 3 – cell viability 
by PI; 4 – CD34+CD38– cell content; 5 – CD44+CD73+ cell 
content; 6 – CD73+CD44– cell content; 7 – Sca-1+CD34+ cell 
content; 8 –  Sca-1+CD34– cell content. FLC values after
dissociation are assumed as 100% (control, C); * – diff e-
rences are signifi cantly signifi cant if compared with the 
control indices (p < 0.05).
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features of plasma membranes of cells, limiting
the water fl ow play a signifi cant role in this pro-
cess [1].

The highest number and cell viability index
was obtained during cryopreservation of FLCs 
according to regimen 1 under the protection of
10% DMSO (Fig. 1). When studying the morpho-
logical composition of FLCs cryopreserved ac-
cording to regimen 1, an increased content of un-
diff erentiated blasts, erythro- and normoblasts, 
lymphocytes if compared with the control and no 
granulocytes and hepatocytes were noted (Table 1).

In subpopulation composition of FLCs cryo-
preserved according to regimen 1 with 7.5 and 
10% DMSO, a signifi cant increase of HSCs 
(CD34+CD38–) content was observed by 10 and
16%, respectively. The using of 10% DMSO more 
provides integrity of HSCs Sca-1+CD34+ (31.58)% 
and MSCs CD44+CD73+ (57.87 ± 3.67)% of the 
control (Fig. 2). According to Humpe A. et al. [13], 
sensitivity of CD34+CD38– and CD44+CD73+ cells 
to the eff ect of cryoprotectant concentration can 
be associated with diff erent contents of lipids and 
proteins in cell membranes.

During cryopreservation of FLCs by regimen 2, 
higher integrity and viability indices of nucleated 
cells were also obtained using 10% DMSO.

Analysis of morphological composition of FLCs 
cryopreserved according to regimen 2 also showed 
an increased content of undiff erentiated blasts, 
normoblasts, no granulocytes and a signifi cant de-
crease in the number of lymphocytes and mono-
cytes (Table 2).

In subpopulation composition of the FLCs
frozen by regimen 2, the highest number of CD34+

CD38– and CD44+CD73+ cells was obtained using 
10% DMSO ((115.67 ± 9.54) and (44.3 ± 3.51)%, 
respectively if compared to the control). However, 
under this preservation regimen, the content of these 
cells was lower than when using regimen 1 (Fig. 2).

It should be noted that irrespective of cryo-
preservation regimen, undiff erentiated blasts and
normoblasts were the most cryostable, the granu-
locytes, monocytes, and hepatocytes were less
stable. This fact is associated with the structural 
features of FLCs, confi rmed by the results of
other researchers [18]. In subpopulation compo-
sition of cFLCs, the CD34+CD38– cells are the
most resistant to the action of cryopreservation 
factors, and Sca-1+CD34+ cells are the least resistant.

Thus, a comparative assessment of phenotypic 
profi le of FLCs enabled to establish its change 
when varying cooling rates and cryoprotectant 
concentrations that is consistent with the data
of other researchers [16, 23].

В субпопуляционном составе КФП, криокон-
сервированных по режиму 1 с 7,5 и 10% ДМСО, 
наблюдали значимое увеличение содержания ГСК
(CD34+CD38–) на 10 и 16% соответственно. Ис-
пользование 10%-й концентрации ДМСО в боль-
шей степени обеспечивало сохранность ГСК
Sca-1+CD34+ (31,58)% и МСК CD44+CD73+ (57,87 ±
3,67)% от контроля (рис. 2). По мнению A. Humpe 
и соавт. [16], чувствительность CD34+CD38– и 
CD44+CD73+-клеток к влиянию концентрации 
криопротектора может быть связана с различным 
содержанием липидов и протеинов в клеточных 
мембранах. 
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При криоконсервировании КФП по режиму 2 
более высокие показатели сохранности и жизне-
способности ядросодержащих клеток были полу-
чены также в случае использования 10%-й кон-
центрации ДМСО.

Анализ морфологического состава КФП, крио-
консервированных по режиму 2, также показал 
повышенное содержание недифференцированных 
бластов, нормобластов, отсутствие гранулоцитов 
и значимое снижение количества лимфоцитов и 
моноцитов (табл. 2). 

Considering that implementation of FLC func-
tion in vivo is the only criterion for evaluating 
the eff ectiveness of therapy, the studies of immu-
nomodulating activity of FLCs cryopreserved ac-
cording to regimen 1 with 10% DMSO have been 
carried out.

Therefore, in the rats with EAD after administ-
ration of FLCs, a decrease in leukocytosis and
content of monocytic and phagocytic elements in 
blood was noted, indicating a decrease in infl am-
matory reaction severity (Table 3).

Примечание:  *– отличия значимы по сравнению со свежевыделенными КФП (р < 0,05). 
Note: *– diff erences are signifi cant if compared with freshly isolated FLCs, р < 0.05. 

Таблица 2. Морфологический состав КФП, криоконсервированных по режиму 2
Table 2. Morphological composition of FLCs cryopreserved according to regimen 2

Клеточный состав 
Cell composition

КФП, %
FLCs, %

кКФП + ДМСО, % 
cFLCs+DMSO, %

7,5% 10% 12,5%

Недифференцированные бласты  
Undifferentiated blasts 8,72 ± 1,24 10,36 ± 1,18* 12,43 ± 1,37* 11,43 ± 1,59*

Эритробласты 
Erythroblasts 29,05 ± 2,83 31,01 ± 3,28 31,57 ± 2,6 25,74 ± 2,43

Нормобласты 
Normoblasts 46,37 ± 3,04 57,14 ± 5,23* 53,65 ± 5,97* 62,15 ± 6,57*

Миелобласты 
Myeloblasts 2,81 ± 0,86 – 0,44 ± 0,02 –

Зрелые гранулоциты 
Mature granulocytes 1,65 ± 0,84 – – –

Незрелые гранулоциты 
Immature granulocytes 1,15 ± 0,24 – – –

Моноциты 
Monocytes 2,00 ± 0,48 1,03 ± 0,042* 1,06 ± 0,013* –

Лимфоциты 
Lymphocytes 1,25 ± 0,01 0, 46 ± 0, 06* 0,85 ± 0,04* 0,68 ± 0,07*

Гепатоциты 
Hepatocytes 7,00 ± 0,56 – – –

В субпопуляционном составе кКФП, замо-
роженных по режиму 2, наибольшее количество 
CD34+CD38– и CD44+CD73+-клеток было полу-
чено с применением 10% ДМСО ((115,67 ± 9,54) 
и (44,3 ± 3,51)% соответственно по сравнению
с контролем). Однако при данном режиме крио-
консервирования содержание этих клеток было
ниже, чем при использовании режима 1 (рис. 2).

Следует отметить, что независимо от режима 
криоконсервирования наиболее криостабиль-
ными были недифференцированные бласты и 
нормобласты, менее устойчивыми – гранулоци-
ты, моноциты и гепатоциты. Данный факт связан 
с особенностями структуры КФП, что подтверж-
дается результатами других исследователей [21].
В субпопуляционном составе кКФП к действию
факторов криоконсервирования наиболее устой-
чивы CD34+CD38–-клетки, а наименее – Sca-1+

CD34–-клетки. 

An increase of T-regulatory cells (CD4+CD25+) 
number, population of T-helper cells (CD4+) and
T suppressors/cytotoxic (CD8+) was observed in
cellular infi ltrate of rat dermal infl ammation 
with introduction of cFLCs, that contributed to 
normalization of IRI (Table 4).

The results of this study confi rmed the basic 
postulates of cryobiology: the nature and degree of 
the eff ect of freezing factors depend on an initial 
state of сells, as well as cryopreservation regimen. 
In addition, it is necessary to take into account 
the processes, occurring in cells during freeze-
thawing, associated with phase transformations
in cryoprotective solutions.

Cryopreservation of FLCs by regimen 1 under 
protection of 10% DMSO maximally provided
preservation in a heterogeneous population of
cells with immunomodulating activity, confi r-
med by the results of the studies showing the
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Таким образом, сравнительная оценка 
фенотипического профиля КФП позво-
лила установить его изменение при ва-
рьировании скоростей охлаждения и
концентрации криопротектора, что сог-
ласуется с данными других исследова-
телей [12, 19].

Учитывая, что реализация функ-
ции кКФП в условиях in vivo является
единственным критерием оценки эф-
фективности проводимой терапии, были
проведены исследования иммуномоду-
лирующей активности КФП, криокон-
сервированных по режиму 1 с 10% ДМСО.

Так, у крыс с ЭАД после введения 
кКФП отмечали снижение лейкоцитоза
и содержания моноцитарно-фагоци-
тарных элементов в крови, что свиде-
тельствует об уменьшении выраженно-
сти воспалительной реакции (табл. 3). 

В клеточном инфильтрате очага вос-
паления кожи крыс с введением кКФП 
наблюдали увеличение количества Т-регу-
ляторных клеток (CD4+CD25+), популя-
ции Т-хелперов (CD4+) и Т супрессоров /
цитотоксических (CD8+), что способство-
вало нормализации ИРИ (табл. 4). 

Результаты данного исследования
подтвердили основные постулаты крио-
биологии: характер и степень влияния 

Таблица 3. Показатели крови крыс с ЭАД и после введения КФП
Table 3. Blood counts of rats with EAD and after introduction of FLCs

Примечание: отличия значимы по сравнению с показателями кон-
троля (*) и показателями крыс с ЭАД (#), р < 0,05. 
Note: diff erences are signifi cant if compared with control indices (*) 
and with indices of rats with EAD (#), p < 0.05.

Типы клеток
Cell types

Группа 
Group

Интакт 
(контроль) 

Intact 
(control)

ЭАД 
EAD

ЭАД + 
c/в КФП 

EAD+fFLCs

ЭАД +
кКФП 

EAD+cFLCs

Бласты 
Blasts – 7,0 ± 0,7* – –

Ретикулоциты 
Reticulocytes – 0,5 ± 0,1* – –

Метамиелоциты
Metamyelocytes – 3,0 ± 0,3* – –

Базофилы 
Basophils 1,0 ± 0,1 3,0 ± 0,3* 0,6 ± 0,1*# 0,5 ± 0,1*#

Палочко-ядерные 
нейтрофилы 

Band neutrophils
3,5 ±0,3 9,0 ± 0,9* 3,4 ± 0,4# 3,5 ± 0,4#

Сегменто-ядерные 
нейтрофилы 

Segmented neutrophils
24,5 ± 2,3 38,0 ± 3,8* 25,0 ± 2,0# 24,5 ± 2,5#

Моноциты 
Monocytes 4,5± 0,5 12,5 ± 1,3* 3,0 ± 0,8*# 3,5 ± 0,2*#

Лимфоциты 
Lymphocytes 66,5 ± 6,7 22,5 ± 0,3* 68,0 ± 3,9# 67,6 ± 6,5#

Большие гранулоцитарные 
лимфоциты 

Large granular 
lymphocyte

– 4,5 ± 0,5* – 1,0 ± 0,3#

Таблица 4. Фенотипические характеристики клеточного инфильтрата очага воспаления в коже
крыс с ЭАД и после введения КФП

Table 4. Phenotypic characteristics of cell infi ltration of infl ammation focus in skin of rats 
with EAD and after introduction of FLCs

Группа 
Group

Т-лимфоциты (CD3+)
T-lymphocytes 

(CD3+)

Т-хелперы (CD4+)
T-helpers (CD4+)

Т-супрессоры / цитотоксические (CD8+)
T-suppressors/cytotoxic (CD8+)

Т-регуляторные 
(CD4+CD25+)
T-regulatory 

(CD4+CD25+)

ИРИ
IRI

Интакт (контроль)
Intact (control) 41,8 ± 4,2 36,4 ± 3,6 28,4 ± 2,8 3,7 ± 0,4 1,28 ± 0,2

ЭАД
EAD 19,27 ± 1,8* 14,19 ± 1,4* 6,9 ± 0,7* 0,95 ± 0,4* 2,06 ± 0,21*

ЭАД +сКФП
EAD + fFLCs 38,6 ± 3,9# 32,52 ± 3,3# 26,3 ± 2,3# 3,5 ± 0,5# 1,24 ± 1,4#

ЭАД + кКФП
EAD + cFLCs 38,81 ± 3,82# 33,35 ± 3,3# 25,0 ± 0,3# 4,2 ± 0,4# 1,33 ± 0,1#

Примечание: отличия значимы по сравнению с показателями контроля (*) и показателями крыс с ЭАД (#), р < 0,05. 
Note: diff erences are signifi cant if compared with control indices (*) and with indices of rats with EAD (#), p < 0.05.

preservation of their phenotypic characteris-
tics.

Therapeutic potential of cFLCs was evaluated 
in vivo using an experimental model of EAD. The 
administration of cFLCs to rats with EAD contri-
buted to restore the blood counts and reduce the 
intensity of dermal infl ammatory reactions.

факторов замораживания зависят от исходного 
состояния клеток, а также режима криоконсер-
вирования. Кроме того, необходимо учитывать
процессы, протекающие в клетках при заморажи-
вании-оттаивании, которые связаны с фазовыми
превращениями, происходящими в используемых
при замораживании криопротекторных растворах. 
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Криоконсервирование КФП по режиму 1 под
защитой 10% ДМСО обеспечивало сохранность 
в гетерогенной популяции клеток с иммуномоду-
лирующей активностью, что было подтверждено 
результатами исследований, показавших сохран-
ность их фенотипических характеристик. 

Оценку терапевтического потенциала кКФП 
проводили в условиях in vivo, на эксперименталь-
ной модели ЭАД. Введение кКФП крысам с ЭАД 
способствовало восстановлению показателей 
крови и снижению интенсивности кожных вос-
палительных реакций. 

Выводы
1. Установлено, что криоконсервирование КФП

по режиму 1 под защитой 10% ДМСО макси-
мально обеспечивало сохранность в гетероген-
ной популяции клеток с иммуномодулирующей 
активностью. 

2. Показано, что введение КФП, криоконсер-
вированных по режиму 1, способствовало вос-
становлению у крыс с ЭАД показателей крови
и кожи. 

Conclusions
1. It has been established that cryopreservation 

of FLCs according to regimen 1 under protection 
of 10% DMSO maximally provided preservation 
in a heterogeneous population of cells with im-
munomodulating activity.

2. It was shown that treatment with introduction
of FLCs, preserved according to regimen 1, contri-
buted to the restoration of upregulation of blood 
counts and dermal indices of rats with EAD.

References
1. Belous AM, Grishenko VI. [Cryobiology]. Kyiv: Naukova Dumka; 

1994. 432 p. Russian.
2. Chinnici CM, Pietrosi G, Iannolo G, et al. Mesenchymal stromal 

cells isolated from human fetal liver release soluble factors 
with a potential role in liver tissue repair. Diff erentiation. 
2019;105:14–26. 

3. Félix OMWO, Tunes G, Ginani VC, et al. The infl uence of cell 
concentration at cryopreservation on neutrophil engraftment 
after autologous peripheral blood stem cell transplantation. 
Hematol Transfus Cell Ther. 2018;40(3):233–9.

4. Goltsev AN, Yampolskaya KY, Dubrava TG. [Identifi cation 
of fenotypical characteristics and an estimation of infl uence
of various cryopreservation regimes on functional potential of 
fetal liver cells]. The Journal of V.N.Karazin Kharkiv National 
University. Series ‘Biology’ 2006; (4):110–20. Russian.

5. Goltsev AN, Dubrava TG, Ostankova LV, et al. Peculiarities 
of cryopreservation eff ect on functional potential of fetal liver 
hemopoietic stem cells of various gestation terms. Problems
of Cryobiology. 2009;19(2): 186–99.

6. Goltsev AN, Bondarovich NA, Kuznyakov AV, et al. Determination 
of immunity T-cell link state and content of cancer stem cells 
as criterion to estimate effi  ciency of preventive breast cancer 
therapy with cryopreserved fetal liver cells. Probl Cryobiol 
Cryomed. 2014; 24(3):238–48. 

7. Goltsev AN, Gayevskaya YuA, Dubrava TG, Ostankova LV. 
Eff ect of cryopreservation on functional status of bone marrow 
hematopoietic and mesenchymal stem cells in animals with 
autoimmune pathology. Probl Cryobiol Cryomed. 2016; 26(1): 
63–72. 

8. Gordienko EA, Pushkar NS. [Physical basis of low-temperature 
preservation of cell suspensions]. Kyiv: Naukova Dumka; 1994. 
144p. Russian.

9. Grishchenko VI, Petrenko YuO, Skorobogatova NG, et al., 
inventors; Institute for Problems of Cryobiology and Cryo-
medicine, assignee. [Method of cryopreservation of he-
moglobemic cells of human embryonic liver]. Patent of Ukraine 
№ 67587A. 15.06.04. Ukrainian.

10.Grishchenko VI, Seminozhenko VP, Petrenko OYu, et 
al., inventors; Institute for Problems of Cryobiology and 
Cryomedicine, assignee. [Method of hematopoietic cells 
cryopreservation]. Patent of Ukraine № 58997A 15.08.03. 
Ukraine.

11.Grishenko VI, Goltsev A.N. Transplantation of the products of 
embrofetoplacental complex. From understanding of mecha-
nism of the eff ect to increasing the effi  ciency of application. 
Problems of Cryobiology. 2002; 12(1): 54–84.

12.Hall SR, Jiang Y, Leary E, et al. Identifi cation and isolation 
of small CD44-negative mesenchymal stem/progenitor cells
from human bone marrow using elutriation and polychromatic 
fl ow cytometry. Stem Cells Transl Med. 2013; 2 (8):567–78.

Литература
1. Белоус АМ, Грищенко ВИ. Криобиология. Киев: Наукова дум-

ка; 1994. 432 с. 
2. Гольцев АН, Ямпольская ЕЕ, Дубрава ТГ. Идентификация 

фенотипических характеристик и оценка влияния различ-
ных режимов криоконсервирования на функциональный 
потенциал клеток фетальной печени. Вісник Харківського 
національного університету імені В.Н.Каразіна. Серія: Біо-
логія. 2006; (4): 121–7. 

3. Гольцев АН, Дубрава ТГ, Останкова ЛВ, и др. Особенно-
сти влияния криоконсервирования на функциональный 
потенциал стволовых кроветворных клеток фетальной пе-
чени разных сроков гестации. Проблемы криобиологии. 
2009;19(2): 186–99. 

4. Гольцев АМ, Бондарович МО, Кузняков АВ, та ін. Визначення 
стану Т-клітинної ланки імунітету і вмісту стовбурових рако-
вих клітин як критерій оцінки ефективності превентивної те-
рапії раку молочної залози кріоконсервованими клітинами 
фетальної печінки. Проблемы криобиологии и криомедици-
ны. 2014; 24(3):238–48.

5. Гольцев АН, Гаевская ЮА, Дубрава ТГ, Останкова ЛВ. Влия-
ние криоконсервирования на функциональный статус ство-
ловых кроветворных и мезенхимальных клеток костного 
мозга при аутоиммунной патологии. Проблемы криобиоло-
гии и криомедицины. 2016; 26(1): 63–72. 

6. Гордиенко ЕА, Пушкарь НС. Физические основы низкотем-
пературного консервирования клеточных суспензий. Киев: 
Наукова думка; 1994. 144 с.

7. Грищенко ВИ, Гольцев АН. Трансплантация продуктов эм-
бриофетоплацентарного комплекса. От понимания меха-
низма действия к повышению эффективности применения. 
Проблемы криобиологии. 2002; 12(1): 54–84.

8. Грищенко ВІ, Петренко ЮО, Скоробогатова НГ, та інш., вина-
хідники; Інститут проблем кріобіології і кріомедицини НАН 
України, патентовласник. Спосіб кріоконсервування гемо-
поетичних клітин ембріональної печінки людини. Патент 
України № 67587А, 15.06.04.

275проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 29, №/issue 3, 2019



13.Humpe A, Beck C, Schoch R, et al. Establishment and 
optimization of a fl ow cytometric method for evaluation of 
viability of CD34+ cells after cryopreservation and comparison 
with trypan blue exclusion staining. Transfusion. 2005; 45(7): 
1208–13. 

14.Ikemoto J, Yoshihara S, Kobayashi T, et al. Aldehyde de-
hydrogenase activity in cryopreserved cord blood cells for 
quality assessment prior to transplantation. Mol Med Rep. 
2018;18(5):4530–34.

15.Morrison SJ, Hemmati HD, Wandycz AM, et al. The purifi cation 
and characterization of fetal liver hematopoietic stem cells. Proc 
Natl Acad Sci USA. [Internet]. 1995; 92(22): 10302–6. [Cited  
05.09.19]. Available from: https://www.pnas.org/content/pnas/
92/22/10302.full.pdf.

16.Naaldijk Y, Staude M, Fedorova V, Stolzing A. Eff ect of diff erent 
freezing rates during cryopreservation of rat mesenchymal 
stem cells using combinations of hydroxyethyl starch and 
dimethylsulfoxide. BMC Biotechnol. [Internet]. 2012;12:49. 
[Cited 05.09.2019] Available from: https://bmcbiotechnol.
biomedcentral.com/articles/10.1186/1472-6750-12-49.

17.Nho SH, Yoon G, Seo JH, et al. Licochalcone H induces the 
apoptosis of human oral squamous cell carcinoma cells via 
regulation of matrin 3. Oncol Rep. 2019; 41(1):333–40.

18.Orlic D, Porcellini A, Rizolli V. Electron microscopy of human 
fetal liver erythroid cells before and after cryopreservation. Exp 
Hematol. 1982; 1(7): 628–36. 

19.Ostankov MV. Eff ect of rapid two-step freezing on bone marrow 
cell integrity. Problems of Cryobiology. 2007;17 (3):283–9.

20.Ruiz-Delgado GJ, Mancías-Guerra C, Tamez-Gómez EL, et
al. Dimethyl sulfoxide-induced toxicity in cord blood stem 
cell transplantation: report of three cases and review of the 
literature. Acta Haematol. [Internet]. 2009; 122(1): 1–5. [Cited 
05.09.2019]. Available from: https://www.karger.com/Article/
Abstract/227267.

21.Volkovа NA, Yukhta MS, Goltsev AN. Morphological and 
functional characteristics of cryopreserved multipotent mesen-
chymal stromal cells from bone marrow, adipose tissue and 
tendons. Cell and Organ Transplantology. 2016; 4(2): 200–5. 

22.Xu Y, Fan WW, Xu W, et al. Yiguanjian decoction enhances 
fetal liver stem/progenitor cell-mediated repair of liver cirrhosis 
through regulation of macrophage activation state. World J 
Gastroenterol. 2018;24(42):4759–72. 

23.Yampolskaya KY, Goltsev AN, Gurina TM. [Changes in the 
functional potential of fetal liver cells depending on the mode 
of cryopreservation]. World of Medicine and Biology. 2007; (1): 
89–93. Russian. 

24.Zalkan PM, Ivleva EA [Experimental model of allergic der-
matitis]. In: Dolgov AP, Raben AS, Antonev AA, editors. [To-
pical issues of professional dermatology]. Moscow: Meditsina, 
1965. p 106–12.

25.Zhang W, Hu J, Ma Q, et al. Cryopreserved mouse fetal liver 
stromal cells treated with mitomycin C are able to support 
the growth of human embryonic stem cells. Exp Ther Med. 
2014;8(3):935–42. 

9. Грищенко ВІ, Семиноженко ВП, Петренко ОЮ, та ін., ви-
нахідники; Інститут проблем кріобіології і кріомедициниъ-
НАН України, патентовласник. Спосіб кріоконсервування 
гемопоетичних клітин. Патент України № 58997А, 15.08.03

10.Залкан ПМ, Иевлева ЕА. Экспериментальная модель ал-
лергического дерматита. В: Долгов АП, Рабен АС, Антоньев 
АА, редакторы. Актуальные вопросы профессиональной 
дерматологии. Москва: Медицина, 1965. С. 106–12.

11.Останков МВ. Влияние быстрого двухступенчатого замора-
живания на сохранность клеток костного мозга. Проблемы 
криобиологии. 2007;17 (3):283–9.

12.Ямпольская ЕЕ, Гольцев АН, Гурина ТМ. Изменение функ-
ционального потенциала клеток фетальной печени в зави-
симости от режима криоконсервирования. Світ медицини та 
біології. 2007; (1):89–93.

13.Chinnici CM, Pietrosi G, Iannolo G, et al. Mesenchymal 
stromal cells isolated from human fetal liver release soluble 
factors with a potential role in liver tissue repair. Diff erentiation. 
2019;105:14–26.

14.Félix OMWO, Tunes G, Ginani VC, et al. The infl uence of cell 
concentration at cryopreservation on neutrophil engraftment 
after autologous peripheral blood stem cell transplantation. 
Hematol Transfus Cell Ther. 2018;40(3):233–9.

15.Hall SR, Jiang Y, Leary E, et al. Identifi cation and isolation of 
small CD44-negative mesenchymal stem/progenitor cells from 
human bone marrow using elutriation and polychromatic fl ow 
cytometry. Stem Cells Transl Med. 2013; 2 (8):567–78. 

16.Humpe A, Beck C, Schoch R, et al. Establishment and optimization 
of a fl ow cytometric method for evaluation of viability of CD34+ cells 
after cryopreservation and comparison with trypan blue exclusion 
staining. Transfusion. 2005; 45(7): 1208–13. 

17.Ikemoto J, Yoshihara S, Kobayashi T, et al. Aldehyde dehy-
drogenase activity in cryopreserved cord blood cells for quality
assessment prior to transplantation. Mol Med Rep. 2018;18(5):
4530–4. 

18.Morrison SJ, Hemmati HD, Wandycz AM, et al. The purifi cation 
and characterization of fetal liver hematopoietic stem cells. Proc 
Natl Acad Sci USA. [Інтернет] 1995; 92(22): 10302–6. [Цито-
вано 05.09.19]. Доступно на: https://www.pnas.org/content/
pnas/92/22/10302.full.pdf.

19.Naaldijk Y, Staude M, Fedorova V, Stolzing A. Eff ect of diff erent 
freezing rates during cryopreservation of rat mesenchymal 
stem cells using combinations of hydroxyethyl starch and 
dimethylsulfoxide. BMC Biotechnol. [Інтернет] 2012;12:49.  
[Цитовано 05.09.19]. Доступно на: https://bmcbiotechnol.
biomedcentral.com/articles/10.1186/1472-6750-12-49. 

20.Nho SH, Yoon G, Seo JH, et al. Licochalcone H induces the 
apoptosis of human oral squamous cell carcinoma cells via 
regulation of matrin 3. Oncol Rep. 2019; 41(1):333–40.

21.Orlic D, Porcellini A, Rizolli V. Electron microscopy of human 
fetal liver erythroid cells before and after cryopreservation.
Exp Hematol. 1982; 1(7): 628–36.

22.Ruiz-Delgado GJ, Mancías-Guerra C, Tamez-Gómez EL, 
et al. Dimethyl sulfoxide-induced toxicity in cord blood stem 
cell transplantation: report of three cases and review of the 
literature. Acta Haematol. [Інтернет] 2009; 122(1): 1–5. [Цито-
вано 05.09.19]. Доступно на: https://www.karger.com/Article/
Abstract/227267.

23.Volkovа NA, Yukhta MS, Goltsev AN. Morphological and func-
tional characteristics of cryopreserved multipotent mesenchymal 
stromal cells from bone marrow, adipose tissue and tendons.
Cell and Organ Transplantology. 2016; 4(2): 200–5. 

24.Xu Y, Fan WW, Xu W, et al. Yiguanjian decoction enhances 
fetal liver stem/progenitor cell-mediated repair of liver cirrhosis 
through regulation of macrophage activation state. World J 
Gastroenterol. 2018; 24(42):4759–72. 

25.Zhang W, Hu J, Ma Q, et al. Cryopreserved mouse fetal liver 
stromal cells treated with mitomycin C are able to support 
the growth of human embryonic stem cells. Exp Ther Med. 
2014;8(3):935–42. 

276 проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine

том/volume 29, №/issue 3, 2019



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (Uncoated FOGRA29 \050ISO 12647-2:2004\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 1200
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 1200
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages false
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /RUS <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


