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Постlтпяrа в редакIцfiо 3 декабря tr999г,

Методоttt .шiслеЕýого hfодеJмроваJI!,бI с IIсlrользOванием уравт,леrпп1 траятсмембра*шого }.tассошереноса
иOследов&ца устойrшвость деконсервироваш,ых KJ{eToK к постгипертонлнесколfy лизису в процесOе ,rX
одtокрашrой отмывки от криопротеrстора, Показы{о, что наиболее сиlьное влIбIние на рсзуштат этой
процедуры оказывают величиЕы разведеrЕбI отт-а"ш*tой tочето.д,rой суспензии от]\ьiваIошц{l!I раствороl,{ и
коIщеЕтраrрш не цроникilошiего в клетки веЕ{естtsа в IIем,
КЛIФЧЕВЫЕ СЛОЕ,{: числеIЕ{ое моделирование, криопротектOр, постгиперто*шт.tескrй криогемоJмз

После оттаиванIбt зае{Oро}кеннOй клетошOй суспензии из нео, как правило, доJDкеЕ бшгь удален
гrроникаrощлrЙ в кJIетЕ(и ýФиоп]]отектор. Необходлоtость эторi шроцедуры обусловлена" в частности,
вOзможfiым токсическим действЕеп{ болъrщж кOпfl{ен:граций криотщотектора на организLf pelцt{тr{erтTa.

OдtaKo, кроме того, да}ке в том с.пjдIае, когда коллтtIество IФиOшротектора в отгаяннсй клеточной
суспензии недOgгатоашо для нешосредственного то!{сическOго действлrя Era оргакизменfiоN{ }ровне,
трансфузия декOЕсервшровап:.ffiоrФ биопоги.rескOго il{атериала в 0рrакизм рецшшеЕга ilfожет шривести к
повре)I(денш0 клстоц попадшоцих Е изотониltеск}то среду, з& ctleT постгипертоt{ическоrо лизиса,
Последrшай возЕикает из-за тOго, что в процессе }rдаJlеIil.ll{ IФиопрOтектора из деконсервi{рованноf,t
кJIетоЕIfiоЙ суспензии объем клеток ý,tожет }ъедиtливаться II, если это }величение объема дOстатощIо
ведико (д.пя эритроцита человека - шримсрно в 1.8 раз шо сравнеяIfro с норь,{аJIьIIыл,f объеtrлоп,r), то
клетOчная пtембрана шринимает форrry сферы и подвергается изотрOпному нffглженшо. Боlъrцое
изоч}ошное натя}кение мепrбраrы, в свою очереlФ, прLвФдит к ее разрыву, вследстtsие чего клетка
rrоrибает. Обьгпто цредподагается [1l, что суIществует определеш{ое критическое натяжекие меýIбраЕы,
хтри IФторOм она разр}шается, что и явJиется щrlгчlrriой Iтостгипертонического лизиса кJIетOк. Ипtенно по
этоЙ шри.шlне переLtещение декоЕсервирOванных кJIеток в изотошщескиЙ раствор явJUлется опасным длr[
них.

Ide:b этой статьи сOстоит в теOретическOьd 0бOсII0ваниц оцтI&tизащrи процедуры однокр2lтног0
УдаЛеш{.,{ кРиОшРОтектОРа иЗ дехФнсервированной клеточиOй сlrспешзии путем IтеремещениlI оттаJIýньж
KJTеTOK в Отп,rьrваrОцýЙ раствор Ее шроникаюц{его в клоткi.i веIцества, последaк}щего
чентрифугирOваЕиJI ш удалеш{я надосадочнOй жлцкости.

Пусть до шааlала криOконсервироважиJ, ItпOтоаIfiая сусшензиr( имепа объем V" (0), ryпш,tарныйобъеМ IоIетOК в ней быЛ v" * (0), объелt внеклетOчногО ра,стЕора ц *'(0) = V" (0) - V" * (0) и
0бъеп,t}rая доjUI клgток в ней составляла Н9, рzlзведение lr-цетооlиой сусЕензии криоконсервир}тOщI,тм

РаСТВОРОМ С кOнцентращ{еЙ rrроникающего в клgтки криопротекIора п р (0) и не гtроникающего в клетки
Вец{еСтва n ь (0) ОС}.tr{еСтвJulлось в Q раз. ITycTb даJIее после замораlкивания-оттаиванIuI KJIеToLIцaJI
суспеЕзиJi разводIIJIась отмываюшцш{ расвором с кошIеЕграцией не пронцкающеrо в клетки tsещества
П а (0) в R РаЗ и доJuI нераЗр}.IIIивIIIихсI после замOраlкиваниrI - оттаиваниrI клеток (до отмываrпrя)
СОGТаВ,ЦJIеТ l00% (то есть режиL{ замораживан}и - оfiаивация явJuIется оптимzlJIьным). Если обозна"rить
ЧеРеЗ V. (0) И Ц (0) Объеп.rы }казанньLх выIце I'риоконсервир}тоцIеrо и oтмывilющего растворов
cooTBeTcTBeHIto, то по опредепению имеем:

V" - (0)/ М * (0) +%"' (0)] = Ц
V" (0) + ц (0) = Qч (0)

ъ (0) + ч (0) + vb (0) = R tV. (0) + ч (0)l

Из закона сохранешu{ масс растворенцьш в системе коп,rпонеtlтов
кпетоашой суспензии отмываIоцц{м раGтвором поJIrIаем:

(1)

посJIе рrвведеrrия оттаянной

N" ' = ц Ь(0), N" ""t = Nc "*(о), No = Nb (0)
Na = Na (0), Nk * + ц out 

= NK (0) (2)

,ilшilп
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где Ц * (0) и Ц "* (0) - число молей не проникающего через кJIеточто мембраrrу вещества во вfiуrри_
и внекIIеточном растворах в клето"шоЙ суспекrии до ее смешения с црЕозадцrrffым раýгвором, Ц * и
Ц О* -.mсло молей fiе IIроникающего через кпgгошý,ю мембрану вsщества во вкутри- и вIIекJIетоцIом
растворах после смешен&,I отпцнноЙ клЕто.цtоЙ суспензшr с отмывilющfl\{ рсгворм, Nб (0) и
Na (0) - wIсло молей Е€ IIроЕикающего в кIIетки вещества в криозащrгном и отмывающем растворах
соответственно, Nb II Na - чиспо молей Ь-rо и d-го не цроЕимющD( в кпетки в8щосгв в разведетпrой
отмываюпщм раствором отгалпrой клеточшой суспеIIзии, Nt - и Nk 'n - число молей
шроникающего через кJIеточfiую мембрану криощ)отектора внутри и вне кJIеток соответственно в
разведеrтrrоЙ 0тмывающIý,1 раствOром отrшцнrrой клgrо.шой суспецзЕи, Nt (0) - чисJIо мопей
криоlтротекгора в криозащrгном растворе.

По оrrределеrшпо:

'l"b=N"'z(v'-v")п 
"о* 

= ц.*/ [ч" (0)+ v" (0) + ъ (0) _v i'']

пь = Nb / t V" (0) + Ц (0) + Vь (0) - Y. *]

п6;N6/I%(0)+Ъ(0)+Vь(0)-V*] (З)

i -:,1* i/ tv'_ ъл
tlk -,,,1'"/Iц(0)+ъ(0)+ V5(0) -v']

где V fu - супrмаршй объем клеток Iи стад{и отl\{ываниll, % - сlммарlъй объем осмотически
Ilеrштивньж вIqrфикJIетоrшrых веществ в исходной клето,пrой сусшензии, fi о'и n1- - коlшдеЕl"раi{ии
с-го вещества и криоfiротектор& во вЕугрикJIеточýом растворе на стадп{ 0тмывZIнI4,I отгаянной
клето.пrой суспензии от крпопротекrора, n о 

О1 пь, fld и nk О" - концеЕгращ,rи с-го, Ь-го, d-го
ве!цества и IФиолротекrора во внекJIеточЕоЙ среде Irа ста,щш отмываниrI отта-rшной клеточной
суспензии от IФиопротектора.

Комбитплруя (1) - (3), кrходm.{:
1) дтя вlгутрl*сilеточной кошIеЕтраIцrш не пронцкающего через кJIетOчIý.ю мембраr*у вещества

trl 
"* = 11" '(0) (1- о) / ý- ос) (4)

2) дпя вЕекJIеточной кошlекграции Ее проникающего через кJIеточк}то мембраку вещества
раствореIffrогo в подлехсtщей криоконсервI\{ровztнию клето.шой суспензии до ее разведеýиrl
криоконсервируюш$д{ раствOрм

trloo"=n.in(0) (1-ц)/tQR-Hoy] (5)

(здесь приrrяго во внимание, что п "'(О) = п 
" 

*(0));

3) дтя внекдеточной коruдентращt Ь-го
вещества

не rрош{кающего через кttеточsую мембраяу

nbo*=n6(0)(Q-1)/[QR-Hoy1 (6)

а) для внекJIеточной коrщектраrщи d-rо не проЕикающего через клеточlryк) мембрану вещества

ndo"=nd'*(0) QB- 1)/ [QR -Hqy] (?)

5) дlя внеклчго.шой коlщеrграrщлr цроникающего через клетоЕшýдо мембрану IФиопротектора

пkОd=[пл(0) (Q-1)-Ift пth(у-ос)]/[QR-IЪу1 (S)

где сl - объемная доля осмотиtIески нfflкrивньD(
у = V'/ V i'(0) - oтноситеJIьшrй объем кJIеток.

Траясмембраrпъй перенос водщ и IФцошротекгора описывается сЕстемой обыrсновеншых
дrфФрешрlilльньш 1разнений Кедепt-КачшшскOго в модфшtаlцшr [2];

внуIришIеточньD( веществ,
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ц'
= SLpTT [оt(пп'-ооо*)+

dt v" - (0)

1-ос 1-Ь
+п о' (0) -п"*(0)- -

V"*/V"-(O)- ос QR-Hoy

Q-l QE-l) (9)

-nb(0) -na(0) l
QR-}Ъу QR-}by

dn к*
_=r

SP/v"
{ [пth-пк"u*]*

. dV"'
ýtllt h 

- 

}

atv" h (о)dt v"'/v"' (0) - ct

где t - время, S и Ln - IIпощаФ цоверхности и коэффшщонт фптьтралцшr клетопrrrой т,лембралш,

с 1 - коэффлшциелrт отражениJ[ клето.шrоЙ мембраrш дпя молекул криоIIротекгора, Р - коэффшщетrг
проншIаемФсти кJIетOчЕой плембраrьт для криопротектора, r - }тшверсаJIьЕаII газовая шостоянная,
Т _ абсо.тпотная тепшература, Vо - объем консервируемой клетки в физиологrтческой среде.

ГIоскоlьку харакгервое времJI проЕикновения молекул Bo&I через мембраlшl эрi{tроцlrrов
т о = Ч / SL оrТ составJIяет TorbKo 10 ми,,tJIксепryIrд, а харакrерное время проl*клrовеrштя молекул
kриопротектора через кпетоцrую мшtбралrу т r = Vо / SP во всжом сл}дrае цревышает десятки секJдц, то
трансмембраrтьй перенос вещебтв с очеЕь боrшшой точностьIо можпо описывать слеýтощей системой

5гравненш?, котораr{ вьrгекаgг из (9) с учетом (4) - (8) rцlи т о -+ 0:

(i - ш) (QR-Hgсx,)

у"Oс= лАлл
п t (0) (Q_1)+1_ осН6+ш б (0) (Q-l)+fi а (0) QR-i) _ (QR-Hoct) п к '

(10)лл
п t(0) (Q-1) -IbnK - (у- о)1л

й=-*[пtй

у- о{ QR-Eoot' -}Ъ Ф- ос)

Исходя из (10), L,lo}IGIo полr{ить временные зависимOgги относитеJъного объема кJIеток и
вrrуч)икпsтоцrой коlщеrrгршцшt криоцротектора Еа стадп{ отмьmанЁя отгалпrой кпеточной сусшензии
от криоцротектора в зависимостп от параметров па(0} пь*, Q,&пь(0),Ц,пk(0),Этирас.rетrшrе
зilвисимOсти цредставлены на рис. 1-4. Аrи-тпв представленньD( на HID( резуJIьплтов числеuного
модеJпФоваЕиrl одrоrЕатной отмывки отга-шпrой клЕто.шой суспецзии от криопротекгора показывает,
что этот процесс шротекает более оrrгшлrа.тьно (то есть быстрее и без шарушен}UI целостности мембран за
счет ID( изотоIшого натяжеr*rя), когда разность ме}кду коIщеЕграцией rриопротектора в криозащдrлrой
среде и кошIекrрilщеЙ криопротектора вIIуФц размороженýьD( кпеток имеет меньцее значение, то есть
после более быстрьD( режимOв охлащдсния-отогрева. Резу-тътат отмываниlI клgточноЙ суспензии от
криопротектора уJIrшается и с }tsеJIичешием коJIичества отмыв€uощеrо раствора, то есть R, при
фиксировшшьпс значениrD( прочю( параметров. Улущение режима отмывкIц хотя и ЕезнilчитеJьное,,
имеет место цри yвeпшleнral коЕцеIrгрfiry&r кпеток в коЕсервщ)уемой клето.шой суспепзии Ц и
концеIIтраJцIи Ее проникающего в кпетки вещества в криозапцrгной среде nb (0).}Iаиболее сIfiБное
в{Iиfrще ка эффекгшность IФоцесса отмывки наряд/ с пярамgгром R оказывает концеЕrрдщя не
пРОНикаЮЩеГО В КПетки кОмпоЕеIIта отмываIощего раствора п а (0). С 1ъеrштчешrем этого парамsтра
процесс удалеýия криопротектора из разморожеfiных кlrtrок протекаш бопее oпшмальttо, чем гrри более
ffиЗкцх Значенил( этого шраметра. У.пrгьвая т0 обстоятельство, что значения большлпrства
фttгурируоrщоr в построенной модели параl{етров при Езменении ID( в р:вумIБD( црсдеJих слабо вrrипот
Еа процесс отмывки, rшбо ке могут за/рваться щ)оизвоJьно, Ttlк как ToJБKo ю( оцределенные значениrI
обеспе.пшают необходштуrо эффектлвность при заморiDкивани - оттаиваЕиII, можно }тверждать, что

dл

-Il 
1

dt
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0пТимизаrц{я процесса одrократной 0rмывки KJIeToK от IФиопротекгора состоит в подборе оптимаJБньD(
значешЙ тоJБко.Фух пqрметрв отмывilющего pircтBopa R и n а (0), то есть количества отмывающего
раствора и коIп{еffIрацIfl{ в кем Ее проникающего в клетки вещества. ГIоследщее, очевцдIо, доJDкко Еметь
высокlтО осмотпtlескУю активносТь, т0 есть имsть как моr{<но более шrзпryю молекул{рЕ},ю массу цри
сохранепЕи непронш{аемостfi через мембраrш коЕсервируемьD( клеток и бьrгь Еетоксиtшым Iи
КIIеТОЧНОМ }РОВне IЦlи как можко более высокrх KoшIeHTpaIцrfiL Возможная ToKcIгIItocTb Ее
цронимющего через кJIеточные мембраrш компоItента отмывающей срерц по существу, явJIяется
единственIrым серьезным оцранлтtлением для эффекгrвного применешrjl однократной 0тмывки
разморожешБж кпеток

Как вцДнО к} цредýтавленЕьD( резуJБтатов, процесс одrократной отмывки rфакгI8Iески поJшостью
завершается за время порцд(а 0,5 (SP / V.) -'. По истечеrип укаiанпого промежутка времени lrзбьrrок
ОтмывающеЙ средрr доJIr;кен быгь удален Iryтем осацдекUI кпgгок осторожным чекгрифуглrрованием и
УДалеi{ия надосадочноЙ хщщости, Очевлцщrо, последуюIцее перемещение 0тмытъD( такш образом кJIеток
в иЗOтоЕиllссщytо сре.ry Ее повлечет за собой ш( повроrцдения Iцпем постгипертоflиlIеского JIизиса.

g.0

0.+ i в,э

Рис. 1 Ъвисиltость относrrгеJьliого оОьема (а) отлываешъгх кJIеток и приведетлтой внутрлшсrgrо.цrой
коIщеЕтраIр{и криопротектора (б) от безрзмернOго времеgи trрир€tз,I!r.lЕьD( зtlttчециJD(парамilра

л
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Рис.2 Зависtд-лость 0тноситýльного объема
кOIщеЕграц4LI цр!юпротектора (б) от безразмерпоm

л

(а) ош.шшаельгх клеток и гrршеденной вlцлгрлклетоrш-lой
ВРеМеНИ При раýJIиIIIШХ ЗНаЧенI,uD( гвраrrlеГРа П а(0):
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Рис. З ЗависrД,rоfiъ относиТеJьного объема (а) ошьваемъгх клегок и rриведеlrной внугрlжлепэ,шой

коIщФ11рilцд,I цриопротектора (б) от безразмерного времени при раздиrшъл< з}йчеЕ*rЯ парамsгра П б (0):
л

п к-= 9; i - 11;2 - 12;3 - 15.
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Рис. 4 ЪвисrДлость относиТеJIьЕогo объема (а) ошьтваел,ьж tOleToK и приведенrrой внутрrлшето,шrой

коЕ{ентраIц&{ криопрOтекmра (б) от безразмерног0 времени при разлиtIIъD( зtачеrмл< uараметра R:
|-4;2-5;З-l0.
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