
в|дгук оФ!ц1иного опонвнтА
на дисертац|йну роботу \4акатшово| Флени €вген|вни <Бплив

антиоксидант!в на стан ядровм!сних кл|тин корАово! кров! п!д нас

кр!оконсервування з кр!опротектором диметилсульфоксидом>' подано{ на

здобуття наукового ступеня кандидата б|олог|чних наук за спец1альн|стто

03.00.19 _ кр!об!олог!я

Актуальн!сть обрано! теми.

!исертац|йна робота йакатпово| Ф.€' присвянена актуальн|й науков|й

проблем|, а саме' поглибленнто знань про кр|оконсервування ядровм1сних

кл!тин (9Б1() корлово| кров| ((() та впливу р1зних антиоксидант|в на

структурно_функц!ональний стан ядровм|сних, у тому числ| гемопоетичних

проген|торних ([|{}()' кл|тин (1{ на вс|х етапах технолог|чного процесу

кр!оконсервува\{ня, а також п!сля перенесення до умов' наближених до

ф|з|олог|тних. €аме вивчення поеднаного застосування кр!опротектору {\,1€Ф
та антиоксидант]в на структурно-функц|ональний стан явк кк становить

значну новизну отриманих результат!в та за умов 1х подаль:шого вивчення

можуть бути використан| у практинн|й медицин1. 1акож у робот! п|д|ймаються

загальноб]олог1чн| питання, спрямован| на вивчення модиф1кац1й структурного

стану та розвитку окисних процес1в в {Б( (( людини' у тому нисл1 [||1{, п|д

впливом кр1озахисних розтин|в дмсо та антиоксидант|в, а також досл|дясення

тплях|в розвитку апоптозу ] мо;кливост! його запоб|гання для п|двищення

ст|йкост| кл!тин на етапах кр|оконсервування та п|сля перенесення до умов' що

моделюють ф!з[олог!нн!.

€аме тому дисертац|то йакатпово| Ф. €. сл|д вважати актуально:о 1

необх|дното.

3в'язок роботи 3 науковими програмами' планами' темами.

!исертац1я виконана у в|дд|л! кр1оцитолог1| 1нституту проблем кр|об!олог|| |

кр!омедицини ЁАЁ !кра|ни у рамках науково_досл1дних тем: .}[р 47: <Бивчення

механ|зм|в структурно-функц!ональних зм1н ядровм|сних кл|тин кордовот кров|



1 ерифоцит1в п1д

2

впливом екзо- | ендоцел!олярних кр!опротектор;в та низьких

температур> (тшифр - 2.2.6.47' Ф державно| ресстрац!! 01091-]00278); }Ф 90:

<Бивчення механ|зм1в модиф|кац|| структурних параметр|в та метабол|чного

стану ядровм1сних кл!тин корлово| та еритрошит!в лонорсько| кров! п|л

впливом р|зних кр!озахисних розчин1в та низьких температур>(шифр - 2.2.6.90'

)\! державно| ресстрац!| 01 14ш001з20).

€труктура, обсяг ! зм|ст дисертац!!'. {исертац|йна робота викладена на

240 стор!нках, 43 з яких займас список використано| л|тератури, що вкл}очас

352 найменування. Робота побуАована 3а класичним зразком 1 складаеться з

анотац|!' вступу' огляду л1тератури,, в|домостей про матер1али | методи, трьох

розл!л1в власних досл!джень. |хнього узагальнення. висновк1в та двох додатк!в.

.(исертац|я добре про!лтострована' м!стить 46 рисунк!в ]2| таблицто.

} вступ| обгрунтована актуальн|оть роботи, вказаний зв'язок з науковими

прощамами' сформульован| мета, завдання' об'скт ] предмет досл|дження'

визначен! наукова новизна | практияне значення' а також надан! в|домост| про

особистий внесок здобувана та апробац!то матер1ал|в дисертац1|. 1аким нином,

розд;л м|стить вс! необх|дн| пункти.

[лава <<Фгляд л|тератури> побудована лог|нно, складасться з п'яти

п1дрозд|л|в 1 повн|стто висв|тлюс площину наукових досл|джень, в як|й лежить

робота здобувана. .{етально проанал|зован1 загальноб|олог1чн| ! специф|нн|

властивост1 гпк кк, розглянут[ сщасн! п!дходи щодо ?хнього

кр|оконоервування, а також методи оц|нки ]хнього структурно-

функц|онального стану' } дан|й глав| велика увага прид|л я€ться видам

кл1тинно{ загибел! кр!оконсервованих 9Б1{ (( 1 рол| активних форм киснто

(АФк) в |х розвитку та рол1 антиоксидантно! системи в запоб|ганн1

накопиченнто АФ1{.

Розд]л <йатер|али ! методи) м|стить в1домост| про викориотан! в робот|

методинн! п!дходи, в!дпов|дн|сть яких завданням роботи не викликас сумн|в|в |



зауважень. €л|д особливо п!дкреслити' що робота виконана на сучасному

обладнанн|, докладний перел;к якого наведено у розд|л1.

Результати власних досл|джень викладен! в трьох розд!лах, перший з яких

присвянений оц|нц! зберея<еност1, життездатност| та к|лькост| -{Б(, у тому

числ! гпк, 1{( з надлитпковим вм|стом АФ|{ до та п|сля кр|оконсервування з

дмсо та антиоксидантами. ! п1дрозд|л! 3.1 наводиться детальний опис та

в|дпрацтовання методичного п|дходу для

надли11]ковим вм!стом АФк за допомого1о флуоресцентного барвника

дихлородиг|дрофлуоресце]н диацетату (осгн?_оА). Автором була визнанена

оптима"]тьна концентрац|я даного барвнику для оц1нки к|лькост1 ядровм|сних

кл1тин кордово| кров1 з надли1пковим вм1стом АФ(- 5мкй. [[риготування

розчину )сг}ъ-оА ех {етпроте не е необх|дним при проведенн| кожного

наотупного експерименту. Б|дмивання кл]тинно] суспенз!| в1д флуоресцентного
барвника !сРн2_оА [|ляхом додавання ф1з!олог!нного розчину,
приготовленого на фосфатному буфер| е обов'язковим кроком.

Автором була показана зворотна залежн{сть м]ж числом збережених

кл|тин 1 к]льк]стто )€Р*-кл!тин: при зб|льтпенн1 р!вня АФ( в кл!тинах та впливу

фактор|в кр|оконсервування, в1дбуваеться зниження к|лькост1 збережених {Б(
1{( п|сля кр|оконсервування. Автор робить ду)1(е важливе припущення:

(зм1щення прооксидантно-антиоксидантно| р|вноваги е одним 1з пер1!1их

неспециф1нних ланок у розвитку стрес-реакц|| кл|тини на додавання дмсо 1

може служити мед|атором п|двищеного р!вня АФ1{, що 1н|ц1тос апоптоз | в
подаль|]]ому призведе до загибел! кл1тин п|сля кр{оконсервування)). 1-{|кавими

та новими е результати' викладен| в п|дрозд|лах з.2-з.4, як| присвянен! впливу

антиоксидант]в на стан 9Б( до та п1сля кр1оконсервування з дмсо в р1зних
концентрац1ях. 9 ход! проведених досл1джень автор з'ясував' що додавання до

кр|озахисного середовища антиоксидант|в сприяло зменшенн}о к1лькост1 )(Р--
кл|тин | попереджало розвиток окисного стресу в {Б( кк п|д час

оц1нки к!лькост1 кл|тин 1з

кр|оконсервування та зб|льтшеннто !} збереженост| та життсздатност|. Ё{айб1льтп



ефективними виявилиоь кр1опротекторн1 розчини, що м!стять глутат1он у

концентрац|| 1 та 3 мй та7,5-10%о дмсо. } цих розчинах мо)кливо зберегти до

77% явк та 85%о €Р34*-кл1тин у житт€здатному стан1 п|сля кр|оконсервування.

Ёайб1льтпий |нтерес, на мою думку, становить нетвертий розд1л роботи, в

якому проведений анал1з впливу р!зних концентраш|й дмсо та антиоксидант1в

на стан деконсервованих {Б( 1(1( п1сля перенесення до умов, як1 моделтототь

ф!з|олог|нн|' Автор обгрунтовуе важлив|сть перенесення -[Б1( (( до умов, як!

модел}о}оть ф|з|олог|нн1, для визначення терапевтично| ефективност!

препарат!в ((. 1реба зазначити' шо вибрана дисертанто]\{ модель умов, як1

модел}о}оть ф1з1олог!нн|, забезпечуе контроль основних параметр1в середовища

для оц1нки стаб!льност| кр[оконсервованих -{Б( Автором було показано, що

п|д час перенесення кл|тин в умови, як| моделюють ф|з!олог1нн1, в1дбувасться

зниження збере>кеност| та )киттсздатност1 9Б(, у тому числ1 |[(' ((. 9дн!сто з

причин цього с накопичення АФ( п!д час впливу ф!зико-х1м1нних стрес-

фактор1в кр|оконсервування. Автор приходить до висновку, що стан кл!тин,

визначений одразу п|сля розморо)кування не мо)!{е дати повну оц!нку якостт

препарат|в кк. 1ому визначення в!дстроненого виживання кл|тин мас

практичну та наукову ц1нн|сть. Автор наголош.1у€ на тому' що

кр1оконсервування -{,Б1( з додаванням А{( в ефективних концентраш|ях (0,1 та

0' 1 5 м\4) та пода'1ь1]]е перенесення до умов' як1 модел;оють ф1з1олог|нн|,

продемонструвало значуще п|двищення як загально| к!лькост1 збере>кених

кл!тин, так | числа життездатних. |!роте зб|льтпення к|лькоот| кл|тин |з

надли1пковим вм|стом АФ}( св!дчить про подальглий розвиток окисного стресу

в кл|тинах' який призведе до додатково| втрати кл1тин. Ёа п1дстав1 отриманих

результат!в автор робить висновок, що А( мае тимчасову антиоксидантну д|то

та не здатна ефективно попереджати надм|рне накопичення АФ( в явк кк

п!сля перенесення !х до ф|з1олог1нних умов. Автор також наголошус на тому'

що кр|оконсервування явк кк в розчинах' як| м!стять аскорб1нову кислоту, с

перопективним напрямком для розробки протокол[в кр1оконсервування, проте
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сл1д враховувати' що дана сполука може виступати в рол1 як потужного

антиоксиданту' так | мати виражений прооксидантний вплив' тому !!

концентрац!я мае 6ути ретельно п!д!брана.

! ход] проведених екопериментальних доол|дх(ень автор показав' що

глутат1он та А1-{ забезпечували виражене зни}кення к|лькост| кл]тин ]з

надли1]]ковим вм!стом АФк та значуще п1двищення збереженост| та

життездатност|' Ёайб1льтпий цитопротекторний ефект мав глутат|он. Було

також визначено' що кр!оконсервування €)34*-кл1тин в розчинах' як1 м1стять

5% дмсо та ефективн! концентрац]| даного антиоксиданту (1 та 3 мР1)

перевищували дан| з| загальновживаними концентрац|ями дмсо (7,5 \ |0%)

без застосування антиоксидант|в. Фтриман1 автором в результат{

експеримент.1льних досл1джень результати моя{уть стати передумовою до

вдосконалення |снутояих метод!в кр|оконсервування -{,Б( 1{(., за рахунок

залоб1гання розвитку апоптозу |. як насл!док. загибел! кл1тин. як на етап!

п|дготовки до кр|оконсервування, так 1 п!сля заморо)1(ування-в1д|щ!вання.

Фстання глава результат!в власних досл!джень присвячена проблем1

оц|нки стад|й апоптозу/некрозу явк кк п1сля кр1оконсервування в рознинах !з

р1зното концентрац1ето [\4€Ф та антиоксидант1в | перенесення до умов, як|

моделто}оть ф1з1олог1нн|. Автором було проведено пор|вняльне вивчення

к|лькост| -явк кк, як| перебува}оть на р|зних стад!ях апоптозу/некрозу без

додавання антиоксидант1в до кр!озахисного середовища з {й€Ф та з

застосуванням антиоксидант|в. |1редставлен| у даному розд|л1 результати

св1дчать про те' що викориотання антиоксидант1в здатне п1двищити к1льк1сть

живих неу{шкодя{ених кл]тин (Аппех1п!-/7АА)_) на в|дм|ну в1д застосування

кр1озахисного середовища т|льки з одним кр|опротектором. |!ор|внтотояи

вплив антиоксидант1в, як1 вивчалися, на к!льк!сть Аппех|п!_/7ААР_-кл1тин

п|сля кр]оког1сервування, автор зазначае) що найб1ль!па к]льк]сть

неу1пкод}кених кл[тин отримана при додаванн! А{{ та глутат!ону в

ефективних концентрац|ях до 7 $% дмсо. Було встановлено' що
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перенесення кл1тин до умов' як| модел}ототь ф1з|олог|нн|' призводило до

виражено| втрати к]лькост| Аппех|п!_7 7АА0--кл|тин, пор|вняно з даними'
отриманими одразу п!сля розморо}кування. !одавання до кр!озахисного

середови ща' що м!стить 7 '5% дмсо антиоксидант!в п!двишувало ш!

показники -

Роботу завер1шус узагальнення отриманих результат|в ! сформульован!

в1дпов1дн1 висновки.

0бгрунтован|сть ! достов!рн!сть висновк!в ! основних полоя(ень

дисертац1| забезпечен| тим' що експеримента.'|ьн! дан| були отриман| за

допомогото 1пирокого спектру сучасних метод!в досл!дження: св!тлова

м|щоскоп|я; проточна цитофлуоримещ|я з використанням флуоресцентном1чених

моноклон€ш|ьних антит!л (со45 г!тс/со34 Рв, ср45 Рв) та барвник|в (7ААо,

Аппех1п у Р1тс, о€Р}|:-оА); вид|лення ядровм|сних кл1тин кордово! кров| за

допомого}о пол!г:пок1ну; кр|оконсервуван:ш. Бсе це дозволило коректно |

адекватно вир|тпити вс1 поотавлен! дисертантом завдання.

3роблен| автором висновки лог|чно виплива1оть 1з наведених результат|в,

як! ретельно проанал|зован1 з викориотанням адекватних метод!в статистично]

обробки. Бищезазнавене св|дчить про ц1льн!сть | завергшен!сть роботи.

}{аукова новизна роботи.

} робот| впер1]]е встановлено' що внесення ефективних концентрац1й А1-{

зразк!в |з р!зним вм!стом дмсо на етап1

сприяе зментшенн}о негативного впливу

обробки

фактор!в

на .{,Б1{ 1{|(, у тому числ| [||(, що виража€ться в зниженн1

надли{11ковим вм!стом АФк 1, в|дпов|дно, п|двищенн] !х

збереженост| та )1{иттездатност1 п|сля розмороя(ування та' особливо, п!сля

перенесення до умов, як| моделтототь ф|з!олог|нн|. [!ри вивненн| стад!й

та глутат1ону до

кр|опротектором

кр|оконсервування

к|лькост| кл1тин !з

апоптозу/некрозу -{,Б1{ (|{ впершле встановлено, що додавання АФ в ефективних
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концентрац]ях дозволя€ збер|гати б|льгпу к|льк1сть неу1пкоджених 9Б1{ п]сля

розморожування та при |х перенесенн| до умов. як| модел1оють ф!з|олог|нн!,

пор|вняно з| зразками, кр|оконсервованими без додавання А9. |1ри цьому

найб!льтп виражений ефект спостер|гасться в зразках. кр!оконсервованих |з

глутат|оном. Ёовими е результати про використання А9 в ефективних

концентрац|ях п!д иас кр1оконоервування '{Б|( {{(, у тому числ1 [|{1{, дозволяс

з|{изити ефективну концентрац|то дмсо до 5%о, що забезпенус зменшення

токсичного ефекту на кл|тини, та при цьому отримати збережен1сть та

життездатн1сть на р1вн1 зразк1в' кр1оконсервованих з 7'5 та |0%о {\{€Ф без

застосування АФ.

|1рактинне 3начення одеря(аних результат!в ! рекомендац!| щодо }!

використання. ! дисертац!йн|й робот| проведене комплексне вивчення стану

-явк кк, у тому нисл1 [[[1{' що дозволило розробити метод кр!оконсервування

даних кл!тин |з додаванням до кр|озахисного середовища антиоксидант1в, який

забезпеяуе п|двищення збереженост| та життсздатност1 кл!тин (1{ п|сля

розморожування та, особливо, п|сля перенесення до умов, наближених до

ф|з|олог!нних. Фтриман| результати досл|дкень ма}оть велике науково-

практичне значення в аспект| створення запас!в явк кк, у тому нисл1 [[{!{, для

довгострокового збер|гання з метою подаль1пого кл|н|чного застосування.

Результати роботи можуть бути рекомендован| для розробки нових ;

вдооконалення |снутоних технолог!й кр!оконсервування кл!тинних суспенз!й' а

також * у навчальному прошес|.

11овнота викладу матер!ал|в дисертац!| в опубл!кованих працях 1

автореферат!. 3а результатами дисертац!йно| роботи опубл|ковано 30 на1кових

щаць, оеред них 6 статей у наукових фахових видантбгх }кра|ни (1 _ входить до

м!х<народно| наукомещи.тно| бази даних $соршз), 5 - у заруб|жних зб|рниках

матер|ал|в конференц!й (1 _ входить до м!жнародно| на1кометрття но1 бази даних



$ооршз), 1 - у зб!рнику науково| конференц!| }кра!ни, ! - патент на корисну модель

та 17 тез. йатер|али роботи допов!далися та обговортовалися на багатьох

наукових з'!здах 1 конференц1ях. Ёауков| прац1 повното м1рото в1дображатоть вс]

розд|ли дисертац1| ! автореферату.

[1ри анал!з! дисертац!йно! роботи виникли певн| запитання та

заува)|(ення' а саме:

1. {!каво було б д|знатиоя чи моя{ливе перенесення отриманих

результат|в на |нтш| б]олог|чн| об'екти, кр|оконсервування яких потребуе

використання 1нтпих кр|опротектор|в?

2. ! 4-му розд|л| результат|в власних досл|джень наводяться результати'

ощиман| п!сля годинно| |нкубац1| деконсервованих кл|тин у рознин1 {енкса. 9и

проводилась Бами трансфуз1я б!льтп щивалий нас, або ни плануете Би це

ро6ити у сво!х подаль1пих досл;дженнях?

3важаточи на те' що одним 1з показник|в функц!онально| активност|

!х здатн|сть до утворення колон!й, то ц1каво було 6 вивчити здатн1сть

кр1оконсервованих в р|зних розчинах кл]тиц кордово| кров1 до

колон1еутворення.

4. 8 текст1 дисертац|| зустр|натоться незначн] помилки 1 невдал! вирази, ъта

яких я не зупиня}ось.

[]| недол|ки не ма}оть принципового значення | не знижують високо|

науково| 1 практинно| ц1нност1 роботи.

Бисновок. [исертац1йна робота \4акатпово| Флени €вген|вни <Бплив

антиоксидант|в на стан ядровм|сних кл!тин корАово| кров[ п!д час

кр|оконсервування з кр!опротектором диметилсульфоксидом> с самоот!йното

науковото [1раце1о, в як1й сформульован|

та вионовки' як1 вир11п}1ють наукове завдання

вивчення отану ядровм1сних, у тому числ|

з.

кл|тин е

завер1шено}о

положенн'{

комплексне

та общунтован1

спрямоване на

гемопоетичних
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проген]торних, кл|тин кордовот кров|, до та п|сля кр!оконсервування з

проника1очим кр|опротектором дмсо та антиоксидантами, | перенесення до

умов' як| моделтототь ф1з!олог|нн1, а також визначення процео1в, як!

в|дбуватоться в кл|тинах п!д впливом дмсо, антиоксидант!в та низьких

температур. Автором розроблен| умови для п|двищення збереженост1 та

ловгостроково| життсздатност| ялровм|сних кл1тин. у тому числ|

гемопоетичних проген1торних' п1сля розморожування.

3а актуальн|стто' новизното, об'емом досл|джень, ступенем

обгрунтованост! наукових положень' висновк|в, а такох{ практинн|й та

фундаментальн1й значимост1 дисертац|йна робота в|дпов|дас вимогам |1орядку

присудження наукових ступен1в ! присвоення вченого звання стар1пого

наукового сп|вроб|тника, затверд}кеного постаново1о 1{аб|нету й|н1стр|в

9кра!ни ф567 в1д 24 лилня 2013 року, а !1 автор заслуговус приоудження

наукового ступеня кандидата б|олог1чних наук за спец!альн1стто 03.00.19 -
кр|об|олог!я.

3ав!дуванка лаборатор!| фармаколог1! !!
"1нститут проблем ендокринно| патолог1|

|м. Б.9. {анилевського }!А\4Ё !кра|ни'',

доктор б1олог|чних наук, професор Ё. [. йалова


