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В третье тысячелетие био-
логическая наука вошла с до-
стижениями, революционизи-
рующими представления о не-
которых фундаментальных ее
аспектах. Получены и осмыс-
лены принципиально новые
экспериментальные данные,
свидетельствующие о высо-
кой пластичности организма
высших животных, а именно о
наличии скрытых резервов об-
новления соматических клеток
в постнатальном онтогенезе
благодаря поддержанию пула
стволовых клеток (СК) — ро-
доначальниц различных линий
клеточной дифференцировки.
Несмотря на то, что упоми-

нание о стволовой клетке от-
носится к началу прошлого сто-
летия (Максимов, 1908), ин-
тенсивное освоение этой облас-
ти клеточной биологии насчи-
тывает не более 15–20 послед-
них лет. Тем не менее, экс-
поненциальный рост качест-
венных и количественных ха-
рактеристик этих исследова-
ний настолько велик, что сейчас
мы в полной мере можем гово-
рить о «конце начала этапа изу-
чения стволовых клеток».
Бывают ситуации, когда,

задавая один и тот же вопрос,
даже специалистам одной и
той же области знаний, мы по-
лучаем, в лучшем случае, не-
однозначный, а то и вовсе про-
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тивоположный ответ. Что-то
подобное складывается сейчас
вокруг термина «стволовая
клетка». Что же это такое?
По-видимому, особенность и
уникальность этих клеток лег-
че всего воспринимается через
призму развития человеческо-
го эмбриона, начинающегося
с деления фертилизированной
(оплодотворенной) яйцеклет-
ки. Возникающие после пер-
вых делений дробления клетки
сохраняют все качественные
характеристики исходной яй-
цеклетки. Любая из них может
дать начало новой человечес-
кой жизни и поэтому может
называться тотипотентной
(всемогущей) стволовой клет-
кой. Формирующаяся через 4–
5 сут бластоциста, в частнос-
ти, клетки внутренней ее мас-
сы, уже в определенной мере
ограничены в своем потенциа-
ле, но все же способны давать
начало всем без исключения
типам клеток организма жи-
вотных. Это плюрипотентные
(множественный потенциал)
стволовые клетки (ПСК) мле-
копитающих, к которым отно-
сят эмбриональные клетки
карциномы (ЭКК), а именно:
стволовые элементы тестику-
лярной опухоли (тератокарци-
нома); эмбриональные стволо-
вые клетки (ЭСК) из внутрен-
ней клеточной массы, преим-

плантационного эмбриона и
эмбриональные зародышевые
клетки (ЭЗК), которые проис-
ходят из предшественников
зародышевых клеток (ПЗК)
постимплантационного эмб-
риона.
В процессе развития заро-

дыша плюрипотентные ство-
ловые клетки превращаются в
более дифференцированные
мультипотентные стволовые
клетки, с меньшей степенью
свободы выбора поведения
роста. Эти клетки, рассредо-
точенные по всему организму,
можно отнести к органо- и тка-
неспецифическим стволовым
клеткам, дающим начало, на-
пример, всем клеткам крови,
кожи, нервной и мышечной
ткани и т. д.
Весь клон плюрипотентных

ЭСК имеет много общих при-
знаков, но и ряд отличий. Не-
смотря на «минимальный фе-
нотип» и минимум рецепто-
ров, в них все же можно иден-
тифицировать маркеры клеточ-
ной поверхности, в частности
стадиоспецифические эмбрио-
нальные антигены (SSEA-3 и
SSEA-4) или опухолевые ан-
тигены, и такие маркеры, как
щелочная фосфотаза, POV-до-
мен транскрипционного факто-
ра Оct4, высокий уровень те-
ломеразы. Подобно ЭСК, ПЗК
содержат высокую активность
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щелочной фосфатазы, но, в
отличие от более дифференци-
рованных клеток герминатив-
ного эпителия, не экспресси-
руют β-интегрин [1]. Для всех
типов стволовых клеток —
ЭКК, ЭСК, ЭЗК и ПЗК — ха-
рактерными внутриклеточны-
ми белками-маркерами есть
Оct3, Оct4, Tcf, Groncho. Фи-
зиологическое значение боль-
шинства из них не совсем
ясно, за исключением, пожа-
луй, Оct4, входящего в груп-
пу белков-сайленсеров хрома-
тина. Дифференцировка плю-
рипотентных клеток ассоции-
рована с отрицательной регу-
ляцией Оct4 уровня и Оct4
гена в ЭСК и у мышей приво-
дит к дифференцировке и ут-
рате их плюрипотентных
свойств [2; 3].
Все эмбриональные ПСК

могут дифференцироваться in
vitro в широкий спектр клеток
разных типов, представлен-
ных в трех первоначальных
зародышевых листках эмбрио-
на. При этом идентифициру-
ется усиление экспрессии од-
них генов (например, кодиру-
ющих продукцию Oct3, FGF5)
и снижение других (α-ФП, ке-
ратина 8 и 19) [4].
Современные данные свиде-

тельствуют о возможности
использования в лечебных це-
лях не только эмбриональных,
но и стволовых клеток взрос-
лых, также обладающих «плас-
тичностью», т. е. способнос-
тью формировать клетки раз-
личных тканей. В этом смыс-
ле особую значимость имеют
мезенхимальные стволовые
клетки (МСК), способные да-
вать как клетки костной, хря-
щевой и жировой ткани, так и
дифференцированные типы кле-
ток кожи, нервной ткани, глад-
кой мускулатуры и др. [5; 6].
Находящиеся in situm МСК

костного мозга, также как и
ЭСК, не экспрессируют моле-
кул адгезии. Но по мере куль-
тивирования они переходят в
пул продвинутых в дифферен-
цировке прогениторных элемен-
тов с молекулами адгезии

(VCAM-1, 1САМА и др.), диф-
ференцировки (SH2, SHS-ре-
цептор, фибронектин) [6; 7].
Присутствующие в строме
костного мозга МСК, а также
эмбриональные МСК не име-
ют рестрикции плюрипотент-
ности, как и их ранние потом-
ки, что придает статус плюри-
потентности клеткам стромы
многих органов и, в первую
очередь, костного мозга. Фор-
мирующие и являющиеся ос-
новной конструктивной еди-
ницей стромы МСК способны
в процессе дифференцировки
превращаться в стволовые
кроветворные клетки (СКК).
Эти две популяции «материнс-
ких» и «дочерних» клеток на-
ходятся в теснейшем контакте
и взаимосвязи, продуцируя
взаиморегулирующие сигна-
лы, определяющие их функ-
циональный статус, включая
процесс дифференцировки [7;
8]. Фенотип клеток стромы кост-
ного мозга, как и кроветвор-
ных стволовых предшествен-
ников, весьма гетерогенен, что
подчеркивает их «коммуни-
кабельность».
Итак, даже беглый анализ

клеток, входящих в так назы-
ваемый компартмент стволо-
вых элементов организма жи-
вотных, показывает достаточ-
но широкий спектр их струк-
турной и функциональной
организации. Действительно,
по мере развития каскадного
процесса формирования кле-
ток от истинно тотипотент-
ных элементов ранней ферти-
лизированной яйцеклетки до
появления более дифференци-
рованных их потомков в раз-
ных органах и тканях происхо-
дит существенная трансфор-
мация количественных и ка-
чественных характеристик этих
клеток. Такого рода измене-
ния происходят как в есте-
ственных условиях in vivo, так
и в системе in vitro при куль-
тивировании стволовых пред-
шественников. В общем, в
этом не было бы ничего ново-
го и оригинального, если бы
не один момент, имеющий не-

посредственное отношение к
значимости этих изменений в
судьбе собственно тех стволо-
вых элементов, которые про-
ходят такие этапы трансфор-
мации структурно-функцио-
нальной организации.
В сложном технологическом

процессе аппликации ство-
ловых клеток как метода те-
рапии различных патологичес-
ких состояний организма одно
из существенных мест зани-
мает их криоконсервирование.
По-видимому, не будет боль-
шим преувеличением сказать,
что фундальный, созидатель-
ный камень строящегося зда-
ния с названием «криоконсер-
вирование стволовых клеток»
был привнесен именно из облас-
ти репродуктивных техноло-
гий. Мощным стимулом вы-
полнения работ в этом направ-
лении стала необходимость
успешного решения вопросов
помощи бесплодным женщи-
нам, размножения ценных и
исчезающих видов животных
и т. д. Освоение технологий
экстракорпорального опло-
дотворения (ЭКО) наряду с
положительным моментами
увеличило частоту многоплод-
ных беременностей [9], в связи
с чем возникла необходимость
селективного переноса огра-
ниченного числа эмбрионов и
хранения так называемых «из-
быточных» зародышей [10],
криоконсервированных по раз-
личным программам [11–13].
Подтверждением удачных ра-
бот, ведущихся в нашем инс-
титуте в этом направлении,
есть наступление беременнос-
ти и родов после переноса де-
консервированных эмбрионов
человека пациентке, проходив-
шей курс лечения бесплодия
методом ЭКО [11]. В данном
случае криоконсервирование
эмбрионов осуществляли по
медленной программе под за-
щитой криопротектора 1,2-
пропандиола.
Несмотря на то, что на се-

годняшний день разработана
своего рода наука технологий
криоконсервирования репро-
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дуктивных клеток разного
уровня организации, установ-
ление закономерностей пове-
дения этих структур в процес-
се и после криоконсервирова-
ния остается принципиально
важной задачей криобиологии.
Успешное решение многих во-
просов данной проблемы может
быть реализовано как за счет
сугубо «технических» аспек-
тов: разработки режимов за-
мораживания-отогрева, подбо-
ра криопротекторов и их кон-
центрации, консервирующих
сред, условий предобработки
перед замораживанием и т. д.,
— так и учета особенностей
отклика этой биосистемы на
данные факторы.
Более 30 лет назад D. Wit-

tinghant [14] впервые опубли-
ковал протокол так называе-
мого медленного режима крио-
консервирования эмбрионов
млекопитающих, который в
дальнейшем был использован
для криоконсервирования ооци-
тов и некоторых других тка-
невых структур репродуктив-
ного тракта. Фактически с
этого времени начался этап
интенсивного освоения техно-
логий криоконсервирования
этих сложных биоструктур,
среди которых особую значи-
мость как в медицине, так и
социальном плане имеют эмб-
рионы человека [11; 12; 15], со-
хранность которых после крио-
консервирования и сейчас, к
сожалению, остается низкой
[11; 15]. Считается, что эмбри-
он успешно перенес процеду-
ру замораживания-отогрева
при сохранении не менее 50 %
бластомеров [11; 15], в отноше-
нии которых реализуются ши-
рокого спектра отрицательно
влияющие физико-химические
факторы. Исходя из этого, ло-
гичным и закономерным будет
стремление минимизации дей-
ствия этих факторов на био-
объект на каждом этапе всего
технологического процесса
криоконсервирования, т. е. от
предподготовки материала к
замораживанию до экспониро-
вания после отогрева.

Основные постулаты крио-
биологии говорят о том, что
характер и степень влияния
физико-химических факторов,
реализуемых в процессе замо-
раживания-отогрева биологи-
ческого объекта, существен-
ным образом зависят от его
исходного состояния [16–18].
Другими словами, структур-
но-функциональный статус
биообъекта в данный момент
определяет его криолабиль-
ность или криостабильность.
В контексте рассматриваемой
работы, наилучшим подтвер-
ждением данного тезиса мо-
жет быть отклик на физико-
химические факторы криокон-
сервирования стволовых эле-
ментов гемопоэтического плац-
дарма организма.
Ранее нами было установ-

лено, что при, казалось бы,
«оптимальных» условиях крио-
консервирования костного
мозга гибель СКК варьирует
в довольно широких пределах
— от 45 до 70 % [18; 19]. Тот
факт, что, подобно ЭСК, по
мере дифференцировки проис-
ходит изменение функцио-
нальных свойств и структур-
ных характеристик СКК, есть
основанием для утверждения,
что отмеченная дисперсия со-
хранности этих клеток может
быть обусловлена их исход-
ным состоянием. Другими сло-
вами, модификация указан-
ных параметров клеток (по
тем или иным причинам) бу-
дет определять их устойчи-
вость к действию факторов
криоконсервирования. Извест-
но, что в компартменте СКК
костного мозга клетки, фор-
мирующие колонии in vitro
(КОЕк), более продвинуты в
дифференцировке, чем форми-
рующие колонии in vivo
(КОЕс). В свою очередь, каж-
дая из этих популяций может
быть разделена на субпопуля-
ции в зависимости от степени
«потентности». Оказалось,
что более дифференцирован-
ные среди КОЕк клетки (на-
пример, КОЕ-ГМ) менее крио-
стабильны (менее устойчивы к

факторам криоконсервирова-
ния), чем менее дифференци-
рованные, дающие смешанные
колонии в системе in vitro
(КОЕ-mix). Более дифференци-
рованные среди КОЕс, а имен-
но формирующие колонии в
кроветворном плацдарме на 7–
8-е сутки после транспланта-
ции, также оказались более крио-
лабильными, чем менее диф-
ференцированные, формирую-
щие колонии на 13–14-е сутки.
Вместе с тем, СКК костного
мозга разного уровня диффе-
ренцировки в равной степени
чувствительны к отрицатель-
ному воздействию физико-хи-
мических факторов криокон-
сервирования вне зависимости
от фазы клеточного цикла [18].
Не менее важны результа-

ты, которые демонстрируют
зависимость криочувствитель-
ности каждой из популяций
стволовых клеток-предшест-
венников разной степени диф-
ференцировки от условий, в
которых они находятся перед
криоконсервированием. При-
чем в данном случае были по-
лучены, на первый взгляд, па-
радоксальные результаты.
Экспонирование клеток перед
криоконсервированием в ус-
ловиях гипотермии, либо «тем-
пературной нагрузки», т. е. в
течение определенного време-
ни при температуре 37–38 °С,
в отличие от действия крио-
консервирования «в чистом
виде», в большей степени сни-
жало криоустойчивость попу-
ляции менее дифференциро-
ванных СКК (КОЕс), чем про-
двинутых в дифференцировке
КОЕ-ГМ. Следовательно, ва-
рьирование условий «предоб-
работки» также будет факто-
ром, в разной степени изменя-
ющим криоустойчивость СКК,
находящихся на разных учас-
тках дифференцировочного
континиума этих клеток.
Реализация функционально-

го потенциала in vivo и in vitro
стволовых клеток из разных
источников может определять-
ся и теми условиями, в кото-
рых они находятся после крио-
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консервирования. Недаром до
настоящего времени дискути-
руется вопрос о необходимос-
ти, например, культивирова-
ния эмбрионов человека после
криоконсервирования. Причем
есть и сторонники выполнения
данной процедуры, позволяю-
щей, с их точки зрения, прово-
дить дополнительную селекцию
жизнеспособных эмбрионов [20],
и противники, считающие, что
культивирование предполагает
субоптимальные условия, отри-
цательно сказывающиеся на им-
плантационном потенциале эм-
брионов [21].
Определенные закономер-

ности трансформации функ-
ционального статуса высоко-
потентных клеток после крио-
консервирования можно про-
следить при оценке характера
поведения различных типов
стволовых элементов костно-
го мозга. Так, при культивиро-
вании криоконсервированных
в составе костного мозга
КОЕф, входящих в состав про-
гениторных клеток его стро-
мального микроокружения,
было установлено [22], что ис-
пользование одной и той же
программы замораживания-
отогрева для двух разных крио-
протекторов (в одинаковой
концентрации) вызывало раз-
ной степени ингибицию функ-
циональной активности КОЕф.
Весьма важен при этом, во-
первых, факт строгой корре-
ляции между сохранностью
клеток -предшественников
стромы, включая КОЕф, МСК,
и проявлением функции СКК,
что подчеркивает значимость
кооперативных взаимодей-
ствий между ними при реали-
зации своего функционально-
го потенциала. Во-вторых,
это может еще раз подтвер-
дить полипотентность МСК и
показать их возможность вы-
ступать, как минимум, в двух
ипостасях: формировать пред-
шественников СКК и строму,
поддерживающую гемопоэз.
Возможность использова-

ния в клинической практике
уникального потенциала МСК

определяет необходимость
проведения исследований по
их культивированию и нара-
щиванию в системе in vitro.
Выполненные в последнее вре-
мя в нашем институте работы
позволили доказать плюрипо-
тентность клеток стромы кост-
ного мозга (КСКМ) и их спо-
собности дифференцироваться
под действием специфических
индукторов в остеобласты и
хондроциты, а также в нерв-
ные клетки, применение кото-
рых в клинике дало положи-
тельный результат. Был так-
же установлен и ряд интерес-
ных «криобиологических» эф-
фектов, согласующихся с пре-
дыдущими положениями. В ча-
стности, разработан оптималь-
ный метод размножения КСКМ
человека в культуре in vitro,
позволяющий получать до
8 млн КСКМ от одного чело-
века за 2 нед и хранить их в за-
мороженном состоянии до мо-
мента необходимости приме-
нения. Используя различные
режимы криоконсервирования
КСКМ (разные криопротекто-
ры, их концентрации, скорос-
ти замораживания-отогрева и
т. д.), удалось показать, что
жизнеспособность клеток была
примерно одинаковой (70–
75 %) вне зависимости от ре-
жима. Вместе с тем, деконсер-
вированные по различным ре-
жимам КСКМ имели опреде-
ленные особенности роста в
культуре и дифференцировки
в нервные  клетки  под  дей-
ствием ретиноевой кислоты,
т. е. КСКМ, представляющие
собой гетерогенную популя-
цию фибробластоподобных
клеток, включающих  и  не-
большой процент стволовых
элементов (МСК, КОЕф), по-
разному  отвечают  на  дей-
ствие  физико-химических
факторов, реализующих свою
активность в зависимости от
режима криоконсервирова-
ния. Это, в свою очередь, мо-
жет по-разному модифици-
ровать структуру афферент-
ного звена систем сигналиро-
вания клеток.

Ранее сотрудниками наше-
го института было показано,
что значительная часть СКК
костного мозга (КОЕс) после
криоконсервирования теряет
важные поверхностные мемб-
ранные структуры, определя-
ющие их функциональный ста-
тус. Например, после крио-
консервирования не более
6 % КОЕс сохраняло способ-
ность экспрессировать Thy-1,2
антиген. Этот мембранный
маркер ранних кроветворных
предшественников участвует
в реализации процессов их
расселения в кроветворном
микроокружении и акцепции
регуляторных сигналов ней-
роэндокринной системы [23].
Причины такого перехода кле-
ток в новое качественное со-
стояние могут быть различ-
ные: shedding мембранных
структур, конформационные
перестройки рецепторных гли-
копротеиновых комплексов и
белок-липидных компонентов
мембран под воздействием
физико-химических факторов
криоконсервирования и т. д.
Важно то, что они моделиру-
ют ситуацию, которая может
быть причиной изменения от-
клика стволовых элементов в
целом как на различные регу-
ляторные сигналы (в системе
in vitro и in vivo), так и коопе-
ративного их взаимодействия
со структурами микроокру-
жения в любой его форме. К
тому же весьма интересен ус-
тановленный нами факт, сви-
детельствующий о том, что
стволовые кроветворные эле-
менты после криоконсервиро-
вания, сохраняя одни качест-
венные характеристики (на-
пример, способность рассе-
ляться в микроокружении ре-
ципиента), теряют другие (воз-
можность вступать в состоя-
ние пролиферации). Это свиде-
тельствует о том, что факто-
ры криоконсервирования  в
различной степени модифици-
руют состояние клеточных
структур различной специфич-
ности, проявляя ингибирую-
щее влияние на течение мета-
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болических процессов. Дей-
ствительно, скорость «нара-
ботки», например, Thy-1,2 ан-
тигена в значительной части
криоконсервированых СКК
существенно снижена по срав-
нению с нативными клетками
[24], подчеркивая тот факт,
что после выхода из состояния
глубокого холодового анабио-
за в кроветворных предшест-
венниках развиваются неле-
тальные повреждения, вызы-
вающие временную ингибицию
их функционального статуса.
Анализируя приведенные

данные, можно сделать, как
минимум, два важных вывода.
Во-первых, такого рода изме-
нения происходят не со всеми
стволовыми кроветворными
предшественниками, что гово-
рит о существовании в иерар-
хической лестнице стволовых
клеток элементов с различным
уровнем дифференцировки и
функционального статуса, ко-
торые как раз и могут опреде-
лять их криочувствительность.
Во-вторых, указанные особен-
ности изменений СКК отме-
чаются при использовании ка-
ких-то конкретных режимов
криоконсервирования. А. Ru-
binshtein и  F. Trobaug более
30 лет назад показали, что
после замораживания-отогре-
ва суспензия миелокариоци-
тов как бы «обогащается»
стволовыми кроветворными
клетками, что обусловлено
гибелью в первую очередь бо-
лее зрелых, дифференцирован-
ных клеток костного мозга
[25]. Опыт нашей работы по
криоконсервированию широ-
кого спектра биообъектов и
результаты выполненных в
институте исследований не
только подтвердили, но и су-
щественно дополнили пред-
ставление о возможности ис-
пользования криоконсервиро-
вания не только как метода
долгосрочного хранения био-
материала, но и о его способ-
ности выступать в роли «се-
лективного» фактора, кото-
рый может управлять его внут-
ренним состоянием (intrinsic

state). Это подтверждено как в
отношении самих СКК, так и
определяющих их функцио-
нальный статус акцессорно-
регуляторных клеток крове-
творного микроокружения, ге-
мопоэтических клеток эмбрио-
нальной печени, эмбриональ-
ных нервных клеток (ЭНК) [16;
22; 26; 27]. Так, например, раз-
личные условия криоконсер-
вирования ЭНК обусловлива-
ли различный характер роста
клеток-предшественников in
vitro и способность коррегиро-
вать состояние нейроиммуно-
эндокринного комплекса ре-
ципиентов с эксперименталь-
ной патологией ЦНС аутоим-
мунной природы. Итак, ис-
пользуя определенные режимы
криоконсервирования, можно
обеспечивать не только «опти-
мальную» сохранность ство-
ловых элементов из разных
источников и с различным ис-
ходным функциональным ста-
тусом, но и направлено регу-
лировать его. Важность этого
момента заключается еще и в
том, что тот или иной уровень
потентности криоконсервиро-
ваных клеток стволового ком-
партмента (тоти-, поли-, муль-
ти- и т. д.) и «пластичность»
их поведения in vitro либо в сис-
теме in vivo в ответ на соот-
ветствующие регуляторные
сигналы может проявляться
либо в полной мере, либо с оп-
ределенными «дефектами». Не
исключено, что в связи с этим
перед криобиологами возник-
нет весьма интригующий воп-
рос, а именно: могут ли они
сохранить стволовые клетки
после криоконсервирования в
состоянии “virgin state”, нужно
ли это и в каком случае?
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Вступ

За останні десятиріччя стрім-
ко зріс інтерес до фітотерапев-
тичних засобів лікування. Це
пояснюється насамперед м’я-
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кою і комплексною дією рос-
линних препаратів, бо їх вплив
на організм людини є значно
суттєвішим, ніж проста сума
ефектів вміщуваних у них
хімічних речовин. Рослинна

їжа, завдяки високому вмісту
в ній біологічно активних ре-
човин, також є своєрідним за-
собом фармакокорекції мета-
болічних процесів. Втім, дослід-
ники не завжди акцентують
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та на факторы криоконсервирования в зависимости от
уровня дифференцировки. Сделан вывод, что варьирова-
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STEM CELL CRYOPRESERVATION
Basing on the results of own investigations and litera-

ture data we have carried out the analysis of structural and
functional characteristics of cells, being a part of compart-
ment of stem elements. There are presented the data obtained
by authors about the capability of bone marrow stromal
cells (BMSC) to differentiate in vitro into neuronal cells,
which are successfully used in clinical practice. Taking as
an example the embryonic and stem cells derived from oth-
er sources (BMSC, haemopoietic precursors) peculiarities of
their response to the cryopreservation factors depending on
the differentiation level are shown. Varying of the cryopreser-
vation conditions is shown to determine the character of
stem cell growth in vivo and in vitro.
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