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Проведены исследования донорского и аутологичного костного мозга, подвергнутого замораживанию с последу-
ющим оттаиванием. Регистрацию изоферментов лактатдегидрогеназы (ЛДГ) проводили на аппарате SUPER 
CELLO-5 (HOSPITEX, Швейцария). Показано, что в размороженных клетках меняется спектр изоферментов ЛДГ 
от М-форм в сторону Н-форм, свидетельствуя о быстром восстановлении клеточного метаболизма. Изменения 
изоферментного спектра ЛДГ, происходящие под действием сверхнизких температур, являются отражением 
внутриклеточной перестройки обменных процессов, как ключевого элемента адаптации клетки к понижению 
температуры. Полученные результаты свидетельствуют, что биохимические изменения согласуются со значи-
тельным уменьшением содержания АТФ в размороженных клетках костного мозга; при использовании ПЭО-400 
в 1,5, а ПВП в 1,8 раза соответственно. Образование пировиноградной кислоты (элемента реакции гликолиза) зна-
чительно больше во взвеси размороженных клеток. Сохранность клеток костного мозга при криоконсервировании 
с криопротектором поливинилпирролидоном (ПВП) значительно выше, чем при использовании криофилактика 
ПЭО-400 (с ПВП около 85 % и 57,2 % для ПЭО-400). Выявлено, что степень структурных изменений сверхспиральной 
ДНК коррелировала (r = 0,92; p < 0,01) с изменением количества аденозинтрифосфата (АТФ) и пировиноградной 
кислоты (ПВК) во внеклеточной среде.
Ключевые слова: криоконсервирование, изоферменты лактатдегидрогеназы, сверхспиральная ДНК, биохимические 
изменения, клетки костного мозга, диметилацетамид, поливинилпирролидон, полиэтиленоксид 400.
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Bone marrow samples (autologous and donor cells) harvested for transplantation were studied in present work. Typing of 
lactate dehydrogense (LDH) isoenzymes was performed by means of the SUPER CELLO-5 device (HOSPITEX, Switzerland). 
We have shown that, the thawed cells exhibited a shift of the LDH isozyme profile from M-forms towards N-forms, thus 
presuming a fast restoration of cellular metabolism. Changes of the LDH isoenzyme spectrum detected under the influence 
of ultralow temperatures may reflect an intracellular rearrangement of metabolic processes and intracellular redistribution 
of LDH isoforms, being an inportant element of cell adaptation to the temperature shifts. First of all, these biochemical 
changes are in accordance with considerable reduction of ATP contents in thawed cells from the bone marrow when using 
PEО-400 or PVP as cryoprotectants (resp., 1.5- and 1.8-fold decrease in ATP). Secondly, synthesis of pyruvic acid proved to 
be sufficiently increased in a suspension of the thawed cells. Thirdly, intactness of the bone marrow cells if concerved with 
polyvinylpyrrolidone cryoprotectant was considerably higher than when applying the polyethylene oxide (PEO-40) (resp., 85 % 
with PVP versus 57.2 % for PEO). Forthly, structural changes of the supercoiled DNA in the cell samples did well correlated 
(r = 0.92; p < 0.01) with changes in АTP and pyruvate quantities in their extracellular space.
Keywords: cryopreservation, isoenzymes lactate dehydrogenase, supercoiled DNA, biochemisry changes, bone marrow cells, 
dimetylacetamid, polyvinylpyrrolidone, polyetilenoxid 400.
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ному действию физико-химических факторов на разных 
этапах криоконсервирования, которые могут изменять 
физиологическую устойчивость этих клеток и оказывать 
влияние на сохранность их функциональной активности, 
в частности, на скорость и согласованность биохимиче-
ских процессов. В качестве обособленного раздела теории 
восстановления функций живых объектов после криокон-
сервирования, можно принять гипотезу о стимулирующем 
действии сверхнизких температур на процессы репарации 
внутриклеточных дефектов и дифференцировки кле-
точных популяций после замораживания [8, 9]. В табл. 
1 приведены результаты исследования изоферментного 
состава ЛДГ при обработке клеток донорского костного 
мозга криофилактиками ПВП и ПЭО-400.

Представленные данные показывают, что обработка 
костного мозга криофилактиками приводит к существен-
ным изменениям энергетики клеток. На фоне понижения 
общей активности ЛДГ [10] происходит перераспределение 
состава ее изоферментов. Процедуры обработки клеток 
криофилактиками перед замораживанием вызывают 
существенное возрастание относительного количества 
М-форм ЛДГ (ЛДГ4, ЛДГ5) и соответствующего умень-
шения Н-фракций ЛДГ (ЛДГ1, ЛДГ2). Такая перестройка 
изоферментов ЛДГ свидетельствует о снижении активно-
сти энергозависимых обменных процессов. После размо-
раживания и отмывания КМ от криопротекторов состав 
изоферментов ЛДГ восстанавливается и практически 
не отличается от спектра изоферментов в нативном костном 
мозге. Можно предположить, что уменьшение суммарной 
активности обусловлено отмыванием части разрушенных 
клеток, содержащих основную часть активности ЛДГ. 
Однако, такое утверждение справедливо лишь отчасти, 
так как в супернатанте (табл. 2) спектр изоферментов 
был весьма близок к существующему в плазме доноров 
и отличался от имеющегося в клетках, что подтверждает 
высокую выживаемость клеток КМ после размораживания.

Таким образом, перераспределение в размороженных 
клетках спектра изоферментов ЛДГ от М-форм в сторо-
ну Н-форм свидетельствует о быстром восстановлении 
клеточного метаболизма и, прежде всего, энергетических 
обменных процессов. Следовательно, происходящие 
под действием сверхнизких температур изменения изофер-
ментного спектра ЛДГ являются отражением внутрикле-
точной перестройки обменных процессов, как ключевого 
элемента адаптации клетки к понижению температуры. 

Одной из основных проблем криобиологии и кри-
омедицины является сохранение живых систем от по-
вреждающего действия холода специализированными 
технологиями криоконсервации. Они важны для создания 
запасов и длительного хранения в жизнеспособном состо-
янии аутологичного костного мозга (аТКМ) и донорского 
костного мозга (КМ) и последующей их трансплантации 
в процессе лечения онкогематологических больных. Нали-
чие криобанков аутологичного костного мозга необходимо 
также для лиц, профессиональная деятельность которых 
связана с повышенным риском при выполнении воинского 
долга и для работников предприятий повышенной опасно-
сти [1]. Среди различных способов длительного хранения 
органов и тканей наиболее надежным и разработанным 
является метод криоконсервирования при сверхнизких 
температурах. Учеными различных специальностей 
интенсивно изучается структурно-функциональное 
состояние органов и тканей криоконсервированных 
под защитой различных криофилактиков [2, 3]. Однако, 
до настоящего времени имеется немного сведений о связи 
изменений изоферментного состава лактатдегидрогеназы 
(ЛДГ) в клетках КМ и конформационной стабильности 
сверхспиральной ДНК (ссДНК) при использовании эндо- 
и экзоклеточных криофилактиков.

Цель исследования. Изучить влияние глубокого 
замораживания на внутриклеточные изменения конфор-
мации ссДНК, содержание отдельных элементов энерге-
тического цикла и изоферментов ЛДГ на разных этапах 
криоконсервирования клеток костного мозга человека.

Материалы и методы. В работе использовался 
донорский КМ и аТКМ, заготовленные общепринятыми 
методами [4]. Регистрацию изоферментного состава ЛДГ 
в клетках костного мозга осуществляли до заморажи-
вания и после размораживания а также в супернатанте 
после размораживания и осаждения клеток на аппарате 
SUPER CELLO-5 (HOSPITEX, Швейцария). Оценку 
структурных нарушений ссДНК клеток костного мозга, 
криоконсервированного под защитой криофилактиков 
поливинилпирролидона (ПВП), полиэтиленоксида — 400 
(ПЭО-400) и диметилацетамида (ДМАЦ) осуществляли 
на лазерном проточном цитометре [5] а вискозиметрию 
«нуклеоидов» по методам, описанным ранее [6, 7].

Результаты и обсуждение. При экстремальных ситу-
ациях (воздействие сверхнизких температур) важно знать 
чувствительность клеток костного мозга к непосредствен-

Таблица 1

Распределение фракций ЛДГ (%) в присутствии криофилактиков ПЭО-400 и ПВП

Условия обработки
костного мозга

Фракции (изоферменты) ЛДГ (n = 12, М±m) 

ЛДГ1 ЛДГ2 ЛДГ3 ЛДГ4 ЛДГ5

Нативный КМ 35,0±4,5 33,1±2,0 14,2±4,6 8,6±2,6 9,1±3,8
После смешивания с ЦОЛИПК-3 45,8±5,2 28,8±5,4 14,7±4,5 7,3±2,2 2,9±0,6
После смешивания с ПЭО-400 11,0±3,7** 15,5±5,6** 16,7±5,8 19,0±4,3** 37,9±5,2**
После оттаивания с ПЭО-400 42,5±6,6 42,1±4,0 7,8±2,5** 4,2±1,2 3,4±1,2*
После смешивания с ПВП 12,2±1,4** 16,0±3,3** 15,3±1,4 21,8±1,8** 34,7±0,7**
После оттаивания с ПВП 27,4±4,8 31,0±2,3 16,1±1,8 10,3±2,6 15,2±3,2

Примечание:
 * различия значимы в сравнении с нативным КМ, р < 0,05;
** р < 0,01.
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с уменьшением пролиферативной активности аутологич-
ного костного мозга заготовленного для лечения больных 
с онкопролифератиными заболеваниями (r = 0,87; p < 0,01).

В работах, опубликованных ранее, мы уже отме-
чали, что для нормального функционирования тополо-
гической структуры ссДНК необходимо поддержание 
динамического равновесия между уровнем и соотно-
шением топоизомераз I и II типа, как стабилизаторов 
топологической структуры ссДНК [10]. Cледовательно, 
можно предположить, что изменение величины ИКН 
ссДНК связано с блокированием функционирования 
топоизомераз II класса. Вероятно, их функции частично 
замещаются повышением активности топоизомераз I 
класса. Однако, восстановить плотность сверхспирали-
зации (ПСС) ccДНК топоизомеразы I типа не способны. 
Действительно, в размороженном кадаверном костном 
мозге нами зарегистрировано отсутствие бифазности 
ссДНК при применении криофилактиков ПВП и ПЭО-400, 
но не ДМАЦ и диметилсульфоксидом (ДМСО) [10]. Этот 
результат вполне согласуется с представлением о ДМСО 
как индукторе дифференцировки [12] и регистрируемой 
пролиферативной активностью клеток размороженного 
костного мозга. Не исключено также, что при транс-
плантации размороженного костного мозга больным 
его пролиферативная активность восстанавливается как 
результат корректировки структурной активности топо II. 
Во всяком случае, работами сотрудников Центра крови 
и тканей ВМедА им. С. И. Кирова доказано, что даже по-
сле 10 лет хранения криоконсервированного под защитой 
ДМАЦ кадаверного костного мозга в нем сохраняется 
значительная пролиферативная активность [1, 10].

Эти биохимические изменения согласуются со значитель-
ным уменьшением содержания аденозинтрифосфорной 
кислоты (АТФ) в размороженных клетках КМ; причем, 
при использовании ПЭО-400 — в 1,5, а ПВП — в 1,8 раза 
соответственно. Во-вторых, образование пировиноград-
ной кислоты (элемента реакции гликолиза) значительно 
больше во взвеси размороженных клеток. В-третьих, 
сохранность клеток костного мозга при криоконсервиро-
вании с криопротектором ПВП была значительно выше, 
чем при использовании криофилактика ПЭО-400 (с ПВП 
около 85 % и 57,2 % для ПЭО-400). В-четвертых степень 
структурных изменений ссДНК коррелировала (r = 0,92; 
p < 0,01) с изменением количества АТФ и пировиноградной 
кислоты (ПВК) во внеклеточной среде (табл. 3).

Ранее было показано, что после кратковременной 
инкубации опухолевых клеток с клеточной суспензией 
аТКМ, обработанных криофилактиком и криоконсерви-
рованных, в размороженном образце аТКМ полностью 
отсутствовала пролиферативная активность раковых 
клеток. При этом, здоровые клетки размороженного 
КМ сохраняли свою функциональную полноценность 
без существенных изменений [11].

Отметим, что, как и при обработке донорского кост-
ного мозга криофилактиками, функциональное состояние 
клеток аТКМ изменяется под влиянием смешивания 
их с различными средами и криопротекторами. Структур-
ные изменения ссДНК (показателя ИКН ссДНК) при ис-
пользовании ДМАЦ в растворе Хенкса выше, чем в стан-
дартном растворе ЦОЛИПК (р < 0,05). Статистический 
корреляционный анализ показал, что понижение уровня 
ИКН ссДНК после процедуры оттаивания коррелирует 

Таблица 2

Содержание фракций ЛДГ (%) в супернатанте после осаждения КМ (n = 12, М±m)

Условия обработки
супернатанта костного мозга

Изучаемые фракции (изоферменты) ЛДГ

ЛДГ1 ЛДГ2 ЛДГ3 ЛДГ4 ЛДГ5

Исходный 30,8±5,1 28,9±4,0 24,2±2,4 10,8±5,3 5,2±1,5

после смешивания с ЦОЛИПК 21,1±4,2 31,6±4,7 28,4±4,4 13,6±3,2 5,3±0,7

после оттаивания с ПВП 19,2±6,5 26,5±3,1 27,2±4,4 15,3±4,1 11,9±2,8*

после оттаивания с ПЭО-400 29,7±5,8 26,0±2,2 17,0±2,1 13,1±2,5 14,1±3,1**

Примечание:
 * различия значимы в сравнении с исходными образцами супернатанта КМ (до замораживания), р < 0,05;
** р < 0,01.

Таблица 3

Изменение содержания АТФ, ПВК и параметров структуры ссДНК  
при обработке клеток КМ (n = 12, М±m) криофилактиками ПЭО-400, ПВП и ДМАЦ

Изучаемые
показатели

Условия обработки клеток костного мозга

После смешивания с раствором или криофилактиком

Хенкс ЦОЛИПК ДМАЦ ПЭО-400 ПВП

ИКН ссДНК, η/η0 1,24±0,02 1,14±0,03 1,33±0,03 1,47±0,03 1,62±0,04
Количество АТФ, % 100 95,6±4,4 65,3±4,7 66,7±4,0 52,9±5,0
Количество ПВК, % 100 91,4±8,6 274,5±22,0 308,6±21,5 400,2±22,6

Примечание: ИКН ссДНК — индекс конформационной напряженности ссДНК.
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В какой мере результаты, полученные при изучении 
активности топоизомераз костного мозга согласуются 
с фактами, представленными в данном исследовании 
при оценке структурного состояния ссДНК и изофер-
ментных спектров ЛДГ в этих же клетках до и после 
криоконсервирования под защитой криофилактиков 
ДМАЦ, ПВП и ПЭО 400 необходимо выяснить в даль-
нейших исследованиях.

Выводы

1. При криоконсервировании аутологичного и до-
норского костного мозга под защитой криофилактиков 
ПВП, ПЭО-400 и ДМАЦ изоферментный спектр ЛДГ 
в их клетках претерпевает значительные изменения. После 
оттаивания клеток костного мозга происходит конверти-
рование М-форм ЛДГ в Н-фракции ЛДГ в соотношении 
наблюдаемом в нативном костном мозге.

2. При криоконсервировании костного мозга под за-
щитой криофилактиков ПВП, ПЭО-400 и ДМАЦ в клетках 
сохраняется топологическая структура ссДНК. В процессе 
подготовки к криоконсервированию и после оттаивания 
изменяется только показатель ИКН ссДНК, а уровень 
ПСС остается неизменным.
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