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Введение. Применение клеточных технологий в медицине предполагает возможность длительного хранения клеточного 
продукта без утраты его жизнеспособности и основных свойств. Методики криоконсервации клеток, применяемые в кли-
нике, довольно разнообразны и могут сильно отличаться друг от друга. Тем не менее в самом методе можно выделить 2 части: 
1-я – замораживающая среда, в которой находятся клетки, 2-я – способ криоконсервации. В данной работе мы исследуем 
метод, который используют в Национальном медицинском исследовательском центре онкологии им. Н. Н. Блохина для крио-
консервации костного мозга у онкологических больных (взрослых и детей) для последующей трансплантации. Заморажива-
ющая среда состоит из полиглюкина (95 %) и диметилсульфоксида (5 %), а криоконсервация происходит в парах жидкого 
азота (–160 °С).
Цель исследования – показать, что предлагаемый способ криоконсервации дендритных клеток высокоэффективен, прост, 
воспроизводим и наиболее удобен для клинического применения.
Материалы и методы. Зрелые дендритные клетки, которые культивировали из моноцитов периферической крови, подвер-
гали криоконсервации, после чего исследовали, как меняются жизнеспособность, экспрессия основных поверхностных анти-
генов и стимулирующая активность в отношении аллогенных Т-лимфоцитов.
Результаты. Криоконсервация приводила к гибели незначительной части клеток, а повторная заморозка увеличивала долю 
мертвых клеток. Между тем разница в экспрессии основных поверхностных антигенов у свежих, криоконсервированных 
и повторно криоконсервированных дендритных клеток была статистически недостоверна. Уровень стимулирующей актив-
ности свежих и криоконсервированных дендритных клеток был одинаковым, тогда как повторная криоконсервация приво-
дила к достоверному снижению пролиферации аллогенных Т-лимфоцитов.
Заключение. Представленный метод криоконсервации позволяет эффективно сохранять жизнеспособность и основные 
функции дендритных клеток. Для введения вакцины больному после разморозки дендритных клеток достаточно развести 
их изотоническим раствором, что наиболее удобно для клинического применения.
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Introduction. The increasing clinical use of cellular technologies suggests the possibility of long-term storage of the cellular product while 
maintaining its viability and basic properties. The procedures of cell’s cryopreservation used in laboratory as well in clinical practice 
differ a lot. Each method includes two tasks to solve: what is the optimal freezing medium to use and what cryopreservation procedure 
to prefer. In this paper, we present the method utilized in our center for bone marrow cell cryopreservation. The freezing was carried out 
in nitrogen vapor after adding the medium containing 95 % dextran [average mw 50 000–70 000] and 5 % dimethylsulfoxid.
Purpose. To show that the proposed method of cryopreservation of dendritic cells is highly effective, simple, reproducible and most con-
venient for clinical use.
Materials and methods. Viability, expression of surface antigens and stimulating activity towards allogeneic T lymphocytes of cryopreserved 
mature dendritic cells cultured from peripheral blood monocytes were evaluated.
Results. The first cryopreservation resulted in the death of a small amount of cells. The second freezing procedure increased the proportion 
of dead cells. Meanwhile, the difference in the expression of the surface antigens in fresh, cryopreserved and re-cryopreserved dendritic cells 
was not statistically significant. The level of stimulating activity of fresh and cryopreserved dendritic cells did not significantly differ. Con-
versely the proliferation of allogeneic T lymphocytes was decreased after stimulation with re-cryopreserved dendritic cells.
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Введение
В настоящее время применение клеточных тех-

нологий в медицине имеет широкое распростране-
ние, и одной из первых технических задач, которую 
приходится решать, является консервация клеток 
с сохранением их жизнеспособности и функций. Для 
эукариотических клеток единственным способом 
консервации является криоконсервация. Данный 
метод уже давно используется как в эксперименталь-
ных работах, так и в клинической практике, и, пожа-
луй, общим во всех протоколах является только на-
личие криофилактика диметилсульфоксида (ДМСО) 
в составе замораживающей среды. В остальном же 
методики отличаются довольно сильно, а именно: 
составом среды, содержанием ДМСО, программой 
криоконсервации, а также манипуляциями, следую-
щими после разморозки клеток. Для того чтобы метод 
криоконсервации был эффективным, ему необходи-
мо отвечать ряду требований: 1-е и главное – после 
разморозки клетки должны сохранять жизнеспособ-
ность и свои функции; 2-е – метод должен быть от-
носительно прост, воспроизводим и по возможности 
дешев. Клиническое его применение накладывает 
дополнительные условия относительно заморажива-
ющей среды, которая не должна содержать ксеноген-
ных белков. В случае, когда используются дифферен-
цированные клетки, например дендритные клетки 
(ДК), не обладающие способностью к пролиферации, 
очень важно, чтобы после разморозки максимально 
возможное количество клеток сохраняло жизнеспо-
собность. Также следует уменьшить количество ма-
нипуляций, следующих после разморозки, и свести 
к минимуму временной промежуток между размо-
розкой клеток и введением их больному.

Замораживающая среда, по сути, состоит из 2 ком-
понентов: криофилактика ДМСО (его содержание 
чаще всего составляет 10–20 %) и среды, в которой 
его растворяют. Отличия в составе среды очень боль-
шие: это и культуральная жидкость, содержащая сы-
воротку человека, раствор альбумина и глюкозы, 
и чистая сыворотка человека и т. д. [1–7]. Программы 
криоконсервации также могут сильно отличаться друг 
от друга, например, ампулы с клетками кладут в плас-
тиковый контейнер, во внутренней камере которого 
находится изопропиловый спирт, после этого контей-
нер помещают в низкотемпературный морозильник, 
и через несколько часов замороженные клетки пере-
носят в жидкий азот [1–3, 6, 7]. Альтернативным 

способом является криоконсервация с помощью про-
граммного замораживателя, который способен пони-
жать температуру со скоростью 1–2 градуса в минуту 
[5]. Манипуляции, следующие после разморозки кле-
ток, в основном сводятся к отмывке от замораживаю-
щей среды и переводу клеток в изотонический раствор.

Дендритные клетки относят к профессиональным 
антигенпрезентирующим клеткам, при помощи ко-
торых можно получить направленный иммунный 
ответ против антигенов, которыми они были «нагру-
жены» [8]. Зрелые ДК, которыми вакцинируют он-
кологических больных, обладают рядом характери-
стик, в частности экспрессией на поверхности таких 
антигенов, как CD54, CD80, CD83, CD86, CCR7, 
HLA-ABC, HLA-DR. Также зрелые ДК обладают 
сильной активирующей способностью в отношении 
аллогенных Т-лимфоцитов, которые после совмест-
ного культивирования начинают интенсивно проли-
ферировать. Таким образом, для оценки предлагае-
мого способа криоконсервации необходимо сравнить 
следующие характеристики свежих и замороженных 
ДК: 1) жизнеспособность клеток, 2) иммунофенотип 
ДК, 3) пролиферативную активность аллогенных 
Т-лимфоцитов.

За основу был взят метод криоконсервации кост-
ного мозга, разработанный в 1986 г. ведущим научным 
сотрудником отделения переливания крови с банком 
костного мозга ВОНЦ АМН СССР Д. М. Мхеидзе. 
Суть его заключается в том, что клетки ресуспенди-
руют в замораживающей среде, состоящей из поли-
глюкина и ДМСО, криопробирки с клетками кладут 
в коробку из многослойной фанеры, после чего ее 
помещают в пары жидкого азота. Спустя 1 ч заморо-
женные клетки можно переносить в жидкий азот 
на хранение. Перед использованием ДК разморажи-
вают при комнатной температуре, разводят изотони-
ческим раствором или фосфатно-солевым буфером 
(PBS) и внутрикожно вводят больному.

Цель исследования – показать, что предлагаемый 
способ криоконсервации ДК высокоэффективен, 
прост, воспроизводим, физиологичен и наиболее удо-
бен для клинического применения.

Материалы и методы
культивирование дендритных клеток
Дендритные клетки получали путем культиви-

рования моноцитов периферической крови челове-
ка (здоровых доноров и онкологических больных, 

Conclusion. The presented method of cryopreservation allows to preserve the viability and basic functions of dendritic cells. After thawing 
dendritic vaccine could be administered to patients after being diluted in an isotonic saline without washing, which makes this method 
the most convenient for clinical use.

Key words: cryopreservation, dendritic cells, allogenic lymphocyte stimulation
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получающих вакцинотерапию) по отработанной ме-
тодике с небольшими изменениями [9]. Ранее нами 
было показано, что качество получаемых ДК не за-
висит от того, кто являлся донором крови – здоровый 
человек или онкологический больной. Из гепарини-
зированной крови при помощи среды для выделения 
лимфоцитов (MP Biomedicals, США) выделяли мо-
нонуклеары периферической крови. После этого 
клетки ресуспендировали в полной среде (ПС) и до-
водили плотность клеток до 5 млн / мл. Состав ПС: 
RPMI 1640 (Gibco, США), сыворотка крови человека 
IV группы (2 %), L-глутамин (2 мМ), HEPES буфер 
(10 мМ), гентамицин (40 нг / мл), β-меркаптоэтанол 
(50 мкМ). Для получения ДК в чашку Петри 
d = 100 мм (Falcon, США) вносили 10 мл ПС, содер-
жащей 50 млн мононуклеаров периферической крови 
и инкубировали в термостате (5 % СО

2
, 37 °С). Через 

1,5 ч среду с неприкрепившимися клетками (лимфо-
цитами) отбирали, а к клеткам, адгезированным на 
пластике (моноцитам), добавляли 10 мл свежей ПС, 
содержащей гранулоцитарно-макрофагальный ко-
лониестимулирующий фактор (ГМ-КСФ) (Shering-
Plough, США) (конечная концентрация 80 нг / мл)  
и интерлейкин-4 (ИЛ-4) (Gibco, США) (конечная кон-
центрация 10 нг / мл). На 2-е сутки культивирования 
добавляли 1 мл свежей ПС, содержащей 800 нг ГМ-К-
СФ и 100 нг ИЛ-4. На 3-и сутки культивирования для 
осуществления дифференцировки ДК производили 
полную замену среды на 10 мл свежей ПС, содержащей 
100 нг фактора некроза опухоли α (Gibco, США) и 10 мкг 
простагландина Е

2
 (Cayman Chemical Company, США). 

Через 48 ч свободно плавающие ДК собирали, отмы-
вали от культуральной среды, определяли их количе-
ство и использовали в дальнейших экспериментах.

криоконсервация дендритных клеток
Отмытые ДК ресуспендировали в замораживаю-

щей среде из расчета 10 млн клеток на 1 мл среды. 
Состав замораживающей среды: 95 % полиглюкина 
(Биохимик, Россия), 5 % ДМСО (MP Biomedicals, 
США). Криопробирки с суспензией ДК переносили 
в коробку из многослойной фанеры (толщина стенок – 
1 см) и помещали ее в пары жидкого азота (–160 °С). 
Через 1 ч ампулы переносили в жидкий азот для хра-
нения. Повторную криоконсервацию осуществляли 
следующим образом: криопробирку с замороженны-
ми клетками размораживали при комнатной темпе-
ратуре (+20 °С), после чего ампулу снова помещали 
в коробку и проводили криоконсервацию по схеме, 
описанной выше.

иммунофенотипирование дендритных клеток
Иммунофенотипирование зрелых ДК проводили 

на 5-е сутки культивирования методом проточной 
цитометрии. По окончании культивирования ДК 

собирали, отмывали от культуральной среды и раз-
деляли на 3 части. Первую часть использовали 
для иммунофенотипирования, тогда как остальные 
2 части подвергали однократной и повторной крио-
консервации. Анализ иммунофенотипа клеток про-
водили на цитофлуориметре FACSCalibur (BD, США). 
Для иммунофенотипирования ДК однократно и по-
вторно криоконсервированные клетки разморажи-
вали при комнатной температуре, разводили PBS в 
3 раза, разносили по пробиркам и проводили инку-
бацию с антителами к исследуемым  антигенам 
по стандартной методике. В работе использовали мо-
ноклональные антитела к CD54, CD80, CD83, HLA-
ABC, меченные FITC (Beckman Coulter, США), ан-
титела, меченные PE к CD86, HLA-DR (Beckman 
Coulter, США) и к CCR7 (R&D Systems, США), и со-
ответствующие изотипические контроли, конъюги-
рованные с FITC или PE (Beckman Coulter, США).

Об экспрессии исследуемых антигенов судили 
по значению средней интенсивности флуоресценции 
(MFI). Для сопоставления результатов различных 
экспериментов полученные данные переводили 
из абсолютных в относительные значения MFI. Это 
обусловлено тем, что настройки проточного цито-
флуориметра от опыта к опыту могут различаться 
между собой. Для получения относительных величин 
значение MFI исследуемого антигена делили на зна-
чение MFI соответствующего изотипического кон-
троля. Для обработки данных использовали програм-
му WinMDI 2.8.

исследование жизнеспособности  
дендритных клеток
Жизнеспособность ДК определяли методом окра-

шивания Annexin V, конъюгированного с FITC (In-
vitrogen, США), согласно инструкции производителя. 
Однократно и повторно замороженные ДК размора-
живали при комнатной температуре, разводили 
PBS в 3 раза и проводили аналогичное окрашивание 
An nexin V.

аллогенная стимуляция т-лимфоцитов
Пролиферацию Т-лимфоцитов исследовали 

при помощи витального флуоресцентного красите-
ля CFSE (Fluka, США), который проникает в ядро 
клетки, а после ее деления поровну распределяется 
между дочерними клетками, и, соответственно, ин-
тенсивность свечения клеток падает. Для аллогенной 
стимуляции использовали общую популяцию лим-
фоцитов, которую получали после удаления моно-
цитов из мононуклеаров периферической крови 
за счет адгезии последних на пластик. Полученные 
лимфоциты ресуспендировали в 1 мл ПС и добав-
ляли CFSE (конечная концентрация 5 мкг / мл), по-
сле 5 мин инкубации при комнатной температуре 



68 Оригинальные статьи

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  4'2019  ТОм 18    vol. 18

окрашенные клетки дважды отмывали, определяли 
их количество и наносили 5 млн в 5 мл ПС на чаш-
ку Петри d = 60 мм (Falcon, США). Далее к лим-
фоцитам добавляли 0,5 млн свежих или заморожен-
ных, или повторно замороженных аллогенных ДК. 
Контролем на спонтанную пролиферацию служила 
культура клеток без добавления ДК, а контролем на 
индуцированную пролиферацию были лимфоци-
ты с добавлением интерлейкина-2 (ронколейкин, 
Россия) (150 Ед/мл). Так как после разморозки ДК 
не отмывали, то в чашки Петри со свежими ДК, 
а также в контрольные пробы вносили аналогич-
ное количество замораживающей среды. Спустя 
6 сут культуры клеток собирали, отмывали от среды 
и проводили окрашивание при помощи антител 
к CD3-антигену, конъюгированных с PE (Beckman 
Coulter, США). Анализ пролиферации осуществля-
ли методом проточной цитометрии, для этого про-
водили гейтирование CD3-положительных клеток, 
после чего оценивали количество Т-лимфоцитов 
со сниженной интенсивностью флуоресценции 
по каналу FL1.

Статистическая обработка результатов
Статистический анализ данных проводили с ис-

пользованием пакета статистических программ SPSS 
17.0, значения считались статистически значимыми 
при р ≤0,05.

Результаты и обсуждения
оценка жизнеспособности дендритных клеток
Первым параметром при оценке эффективности 

криоконсервации является жизнеспособность, т. е. 
какая доля клеток погибла, а какая осталось живой. 
Жизнеспособность определяли при помощи окра-

шивания Annexin V, который позволяет выявлять 
гибнущие клетки на самых ранних стадиях. Исходные 
значения мертвых клеток до замораживания не пре-
вышали 10 %, тогда как после криоконсервации ко-
личество мертвых ДК увеличивалось на 2–5 %, а по-
вторная криоконсервация приводила к дальнейшему 
росту погибших клеток (рис. 1). Объединенные данные 
экспериментов приведены в табл. 1, разница в жиз-
неспособности клеток между группами статистически 
значима.

определение иммунофенотипа дендритных клеток
Для исследования выбрали антигены, которые, 

с одной стороны, хорошо экспрессированы на по-
верхности зрелых ДК, а с другой – имеют ключевое 
значение при реализации основных функций ДК: 
молекула адгезии ICAM-1 – CD54; костимуляторные 
молекулы CD80 и CD86; маркер зрелых ДК – CD83; 
молекулы главного комплекса гистосовместимости 
I (HLA-ABC) и II (HLA-DR) классов; хемокиновый 
рецептор CCR7, обеспечивающий миграцию ДК 
в лимфоузел. Криоконсервация, а также повторная 
криоконсервация не меняли уровень экспрессии ис-
следуемых антигенов по сравнению со свежими ДК 
(рис. 2). Объединенные данные экспериментов при-
ведены в табл. 2.

Аллогенная стимуляция Т-лимфоцитов
ДК обладают выраженной активационной спо-

собностью в отношении аллогенных Т-лимфоцитов, 
это обусловлено высокой экспрессией молекул глав-
ного комплекса гистосовместимости I и II классов, 
а также костимуляторных молекул CD80 и CD86 
на поверхности ДК. После 6 сут совместного культи-
вирования пролиферацию регистрировали у 30 % 

таблица 1. Сравнение жизнеспособности зрелых ДК до и после криоконсервации

Table 1. Comparison of viability of mature dendritic cells before and after cryopreservation

annexin V
(n = 10) 

Среднее значение 
мертвых клеток (%)

 (S) 
average dead cells value (%)

 (S) 

95 % доверительный 
интервал для среднего 
95 % confidence interval мин. 

Min.
макс. 
Max.

Значимость разницы, t 
Significance, t

нижняя 
граница 

lower bound

верхняя 
граница 

upper bound

Свежие ДК 
Fresh DC

7,8 (1,1) 6,9 8,6 5,5 9,3
Свежие / Крио (t <0,0001) 
Fresh / Cryo (t <0.0001)
Свежие / Крио 2 (t <0,001) 
Fresh / Cryo 2 (t <0.001)
Крио / Крио 2 (t <0,005) 
Cryo / Cryo 2 (t <0.005) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

10,3 (2,03) 8,8 11,7 6,9 13,8

Повторно крио ДК 
Repeatedly 
cryopreserved DC

16,2 (5,4) 12,3 20,2 9,8 28,01

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3: ДК – дендритные клетки. 
Note. Here and in Table 2, 3: DC – dendritic cells.
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таблица 2. Сравнение экспрессии антигенов на зрелых ДК до и после криоконсервации

Table 2. Comparison of antigen expression on mature DC before and after cryopreservation

маркеры 
Markers

Среднее 
значение 

MFI  (S) 
average dead 
MFI  (S) 

95 % доверительный 
интервал для среднего 
95 % confidence interval

мин. 
Min.

макс. 
Max.

Значимость разницы, t 
Significance, t

нижняя 
граница 

lower bound

верхняя 
граница 

upper bound

Cd54 (n = 10) 

Свежие ДК 
Fresh DC

30,8 (6,8) 20,02 41,6 21,01 36,6 Свежие / Крио (t <0,7) 
Fresh / Cryo (t <0.7)

Свежие / Крио 2 (t <0,6) 
Fresh / Cryo 2 (t <0.6)

Крио / Крио 2 (t <0,2) 
Cryo / Cryo 2 (t <0.2) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

30,3 (6,4) 20,05 40,5 22,7 38,4

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

31,7 (6,2) 21,8 41,6 25,01 39,8

Cd80 (n = 10) 

Свежие ДК 
Fresh DC

9,1 (1,4) 6,8 11,4 7,2 10,4
Свежие / Крио (t <0,6) 

Fresh / Cryo (t <0.6)
Свежие / Крио 2 (t <0,8) 

Fresh / Cryo2 (t <0.8)
Крио / Крио 2 (t <0,5) 

Cryo / Cryo 2 (t <0.5) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

9,01 (2,01) 5,7 12,2 6,4 10,6

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

9,1 (1,8) 6,2 12,1 7,2 10,8

Cd83 (n = 10)

Свежие ДК 
Fresh DC

5,3 (0,5) 4,5 6,1 4,6 5,8
Свежие / Крио (t <0,2) 

Fresh / Cryo (t <0.2)
Свежие / Крио 2 (t <0,1) 

Fresh / Cryo 2 (t <0.1)
Крио / Крио 2 (t <0,7) 

Cryo / Cryo 2 (t <0.7) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

4,9 (0,6) 3,9 5,9 4,5 5,9

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

4,9 (0,5) 4,04 5,8 4,4 5,7

рис. 1. Исследование жизнеспособности зрелых ДК методом проточной цитометрии. По оси абсцисс – интенсивность свечения клеток, 
по оси ординат – количество событий. Маркер определяет процент мертвых клеток, связавших Annexin V: а – свежие ДК; б – криоконсер-
вированные ДК; в – повторно криоконсервированные ДК. Здесь и далее на рис. 2–4: ДК – дендритные клетки

Fig. 1. Flow cytometry analysis of viability of mature DC. X axis shows the intensity of fluorescence, Y axis shows the number of events. Marker determines 
the percentage of dead cells that have bound Annexin V: а – fresh DC; б – cryopreserved DC; в – re-cryopreserved DC. Here and in Fig. 2–4: DC –
dendritic cells
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популяции Т-лимфоцитов (рис. 3). Объединенные 
данные экспериментов приведены в табл. 3, раз-
ница в пролиферативной активности в группах со 
свежими и криоконсервированными ДК была ста-
тистически недостоверна, тогда как повторная крио-
консервация приводила к снижению пролиферации 
Т-лимфоцитов.

Исследование свойств дендритных клеток 
после длительного хранения
В исследование были включены невостребован-

ные образцы дендритноклеточных вакцин больных 
меланомой, которые хранились в жидком азоте более 
10 лет. Так как образцов было всего 4, то статис-
тическая обработка полученных результатов была 

маркеры 
Markers

Среднее 
значение 

MFI  (S) 
average dead 
MFI  (S) 

95 % доверительный 
интервал для среднего 
95 % confidence interval

мин. 
Min.

макс. 
Max.

Значимость разницы, t 
Significance, t

нижняя 
граница 

lower bound

верхняя 
граница 

upper bound

Cd86 (n = 10) 

Свежие ДК 
Fresh DC

348,8 
(171,3) 76,1 621,4 184,9 537,5

Свежие / Крио (t <0,5) 
Fresh / Cryo (t <0.5)

Свежие / Крио 2 (t <0,4) 
Fresh / Cryo 2 (t <0.4)

Крио / Крио 2 (t <0,5) 
Cryo / Cryo 2 (t <0.5) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

319,8 (95,3) 168,1 471,5 223,5 412,8

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

306,6 (83,7) 173,3 439,9 213,5 387,5

hla-aBC (n = 10) 

Свежие ДК 
Fresh DC

210,4 (50,8) 129,5 291,3 161,3 274,6
Свежие / Крио (t <0,5) 

Fresh / Cryo (t <0.5)
Свежие / Крио 2 (t <0,8) 

Fresh / Cryo 2 (t <0.8)
Крио / Крио 2 (t <0,9) 

Cryo / Cryo 2 (t <0.9) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

216,9 (59,6) 122,07 311,8 161,6 298,4

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

216,1 (68,3) 107,3 324,9 160,8 313,01

hla-dR (n = 10) 

Свежие ДК 
Fresh DC

50,3 (26,8) 7,5 93,1 28,3 89,3
Свежие / Крио (t <0,4) 

Fresh / Cryo (t <0.4)
Свежие / Крио 2 (t <0,4) 

Fresh / Cryo 2 (t <0.4)
Крио / Крио 2 (t <0,3) 

Cryo / Cryo 2 (t <0.3) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

55,8 (26,9) 12,8 98,7 28,9 85,6

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

44,4 (16,9) 17,4 71,4 30,9 66,6

CCR-7 (n = 10) 

Свежие ДК 
Fresh DC

6,7 (3,5) 1,1 12,3 3,8 11,8
Свежие / Крио (t <0,7) 

Fresh / Cryo (t <0.7)
Свежие / Крио 2 (t <0,7) 

Fresh / Cryo 2 (t <0.7)
Крио / Крио 2 (t <0,8) 

Cryo / Cryo 2 (t <0.8) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

6,5 (2,8) 1,9 11,1 4,1 10,6

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

6,4 (1,9) 3,2 9,5 4,5 9,1

Окончание табл. 2 

The and of table 2
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рис. 2. Исследование экспрессии антигенов на зрелых ДК методом проточной цитометрии. Гистограммы серого цвета – исследуемые ан-
тигены, прозрачные гистограммы с черной линией – изотипические контроли. По оси абсцисс – интенсивность свечения клеток, по оси 
ординат – количество событий: а – свежие ДК; б  – криоконсервированные ДК; в – повторно криоконсервированные ДК 

Fig. 2. Flow cytometry analysis of antigen expression on mature DC. Grey histograms – examined antigens, clear histograms with bold line – isotypic 
controls. X axis shows the intensity of fluorescence, Y axis shows the number of events: а – fresh DC; б – cryopreserved DC; в – re-cryopreserved DC

а б в
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таблица 3. Сравнение пролиферативной активности Т-лимфоцитов после аллогенной стимуляции зрелыми ДК до и после криоконсервации

Table 3. Comparison of proliferation of T-lymphocytes after allogenic stimulation by mature DC

CFSE
(n = 10) 

количество 
поделившихся 

клеток (%) 
 (S) 

Namber of cells 
(%) of  (S)

95 % доверительный 
интервал для среднего 
95 % confidence interval мин. 

 Min.
макс. 
 Max.

Значение разницы, t 
Significance, t

нижняя 
граница 

lower bound

верхняя 
граница 

upper bound

Контроль 1 (без ДК) 
The control 1 (without DK)

1,3 (0,4) 1,02 1,6 1,0 2,00

Контроль 1 / Свежие (t <0,001) 
The control 1 / Fresh (t <0.001)

Контроль 2 / Свежие (t <0,001) 
The control 2 / Fresh (t <0.001)

Свежие / Крио (t <1,0) 
Fresh / Cryo (t <10)

Свежие / Крио 2 (t <0,001) 
Fresh / Cryo (t <0.001)

Крио / Крио 2 (t <0,001) 
Cryo / Cryo 2 (t <0.001) 

Контроль 2 
(интерлейкин-2) 
The control 2 (interleukin-2) 

13,3 (2,05) 12,02 14,6 10,0 16,0

Свежие ДК 
Fresh DC

32,6 (2,05) 31,3 33,9 30,0 36,0

Крио ДК 
Cryopreserved DC

32,6 (1,9) 31,4 33,9 30,0 35,0

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

26,3 (1,5) 25,3 27,3 24,0 28,0

рис. 3. Исследование аллогенной стимуляции Т-лимфоцитов зрелыми ДК методом проточной цитометрии. По оси абсцисс – интенсивность 
свечения клеток, по оси ординат – количество событий. Маркер определяет процент поделившихся клеток: а – контроль 1 (лимфоциты 
без добавления ДК); б – контроль 2 (лимфоциты + интерлейкин-2); в – лимфоциты + свежие ДК; г – лимфоциты + криоконсервированные 
ДК; д – лимфоциты + повторно криоконсервированные ДК

Fig. 3. Flow cytometry analysis of allogenic T-lymphocyte stimulation by mature dendritic cells. X axis shows the intensity of fluorescence, Y axis shows 
the number of events. Marker determines the percentage of proliferated cells: а – control1 (lymphocytes w/o DC); б – control 2 (lymphocytes+ 
interleukin-2); в – lymphocytes + fresh DC; г – lymphocytes + cryopreserved DC; д – lymphocytes + re-cryopreserved DC
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невозможна. В этом исследовании после разморозки 
определяли жизнеспособность ДК и экспрессию ос-
новных поверхностных антигенов. Несмотря на дли-
тельное хранение, размороженные ДК сохраняли 
свою жизнеспособность и экспрессию антигенов 
(рис. 4).

В НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина с 2003 г. 
ведутся клинические исследования по вакцинотера-
пии ДК онкологических больных [10, 11]. Первона-
чально, когда число больных было небольшим, вак-
цинотерапию проводили свежими ДК. Впоследствии 

в связи с увеличением числа пациентов ДК стали 
подвергать криоконсервации и хранить в жидком 
азоте до момента их использования. Отличительной 
реакцией организма на введение ДК является гипер-
чувствительность замедленного типа (ГЗТ) в местах 
введения клеток (рис. 5). Это реакция, характеризу-
ющая развитие клеточного иммунного ответа на ан-
тигены, которыми были «нагружены» ДК. Криокон-
сервированные ДК размораживали, разводили 
изотоническим раствором и вводили внутрикожно 
больному. Как свежие, так и криоконсервированные 

рис. 4. Исследование экспрессии антигенов и жизнеспособности зрелых ДК после длительного (более 10 лет) хранения в жидком азоте. По оси 
абсцисс – интенсивность свечения клеток, по оси ординат – количество событий. Гистограммы серого цвета – исследуемые антигены, 
прозрачные гистограммы с черной линией – изотипические контроли. Маркер определяет процент мертвых клеток, связавших Annexin V: 
а – ДК больного Ю. М. М. (12 лет в жидком азоте); б – ДК больной К. Е. А. (11 лет в жидком азоте); в – ДК больной К. М. В. (10 лет в жид-
ком азоте); г – ДК больного Н. А. А. (11 лет в жидком азоте)

Fig. 4. Flow cytometry analysis of antigen expression and viability of mature dendritic cells after more than 10 years storage in liquid nitrogen. X axis 
shows the intensity of fluorescence, Y axis shows the number of events. Grey histograms – examined antigens, clear histograms with bold line – isotypic controls. 
Marker determines the percentage of dead cells that have bound Annexin V: а – DC of patient Yu. М. М. (12 years in liquid nitrogen); б – DC of patient 
К. Е. А. (11 years in liquid nitrogen); в – DC of patient К. М. V. (10 years in liquid nitrogen); г – DC of patient N. А. А. (11 years in liquid nitrogen) 
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рис. 5. Реакция гиперчувствительности замедленного типа у боль-
ного Д.М.И. (нейробластома) в местах введения дендритноклеточной 
вакцины 

Fig. 5. Delayed type  hypersensitivity reaction of patient D.M.I. with neuro-
blastoma after injection of dendritic cell vaccine

ДК вызывали аналогичные иммунные реакции у па-
циентов и формировали противоопухолевый иммун-
ный ответ.

Заключение
Полученные результаты свидетельствуют об эф-

фективности предложенного способа криоконсерва-
ции ДК. Помимо высоких показателей жизнеспособ-
ности и сохранения основных функций дендритных 
клеток, наш метод демонстрирует удобство для кли-
нического применения, так как после разморозки 

достаточно развести клетки нужным раствором и ввести 
их больному. Наш многолетний опыт клинического 
применения дендритноклеточных вакцин позволяет 
утверждать, что данный способ криоконсервации ДК 
сохраняет иммуностимулирующие способности ДК 
даже после длительного хранения и повторной крио-
консервации. В состав замораживающей среды входят 
только стандартные соединения, такие как полиглю-
кин и ДМСО. Если сыворотка крови, которую часто 
используют как компонент замораживающей среды, 
отличается от партии к партии, а также может быть 
контаминирована вирусами, то полиглюкин лишен 
этих недостатков. Кроме того, следует отметить, 
что криоконсервация в парах жидкого азота надеж-
нее, чем использование низкотемпературного моро-
зильника или программного замораживателя, так 
как не зависит от электрического тока. В нашем слу-
чае низкое содержание ДМСО (всего 5 %) также дает 
преимущество, а именно снижает токсический эф-
фект на клетки и позволяет после разморозки не от-
мывать их, а только развести буфером и сразу ввести 
пациенту. Таким образом, описанный способ крио-
консервации ДК эффективен и надежен, а состав 
замораживающей среды стандартен, физиологичен 
и не требует отмывки после разморозки, что сводит 
к минимуму количество манипуляций, следующих 
после разморозки клеток.
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