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Реферат: У роботі представлено історію розвитку і використання низькотемпературних електронно-мікроскопічних ме-
тодів заморожування-сколювання, заморожування-заміщення та інших в кріобіологічних дослідженнях в Інституті проблем 
кріобіології і кріомедицини НАН України. Продемонстровано можливості даних методів у вивченні процесів кристалоутво-
рення в розчинах кріопротекторів, клітинних суспензіях, тканинах за різних умов заморожування. Наведено окремі результати 
аналізу ультраструктурних змін у біологічних системах різного рівня організації, на різних етапах онтогенезу, під дією охолод-
ження в широкому діапазоні температур (від 37 до –196°C). Застосування високороздільного електронно-мікроскопічного методу 
у поєднанні з допоміжним технічним устаткуванням і методичними прийомами дозволило отримати важливі для кріобіології 
фундаментальні результати щодо формування та локалізації кристалів льоду у внутрішньоклітинному просторі, температу-
розалежного перерозподілу трансмембранних білків, зміни ультраструктури еритроцитів та їх мембран у процесі гіпотерміч-
ного зберігання.

Ключові слова: електронна мікроскопія, заморожування-сколювання, заморожування-заміщення, кріофіксація, кристалоут-
ворення, еритроцити, мембрана.

Abstract: The history of the development and use of low-temperature electron microscopic methods of freeze-fracture, 
freeze-substitution and others in cryobiological research at the Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine of the National 
Academy of Sciences of Ukraine is presented in this article. These methods’ possibilities in studying the processes of crystal formation 
in cryoprotectant solutions, cell suspensions, and tissues under various freezing conditions are demonstrated. Some results of the 
analysis of ultrastructural changes in biological systems of various organization levels, at diff erent stages of ontogenesis, under the 
infl uence of cooling in a wide temperature range (from 37 to –196°C) are presented. The use of a high resolution electron micro-
scopic method in combination with an accessory technical equipment and some methodological techniques allowed to obtain funda-
mental results important for cryobiology on ice crystals formation and localization in the intracellular volume, the temperature-de-
pendent transmembrane proteins redistribution, changes in the ultrastructure of erythrocytes and their membranes during hypo-
thermic storage.
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Важлива роль у становленні кріобіології як 
науки, вивченні механізмів кріопошкодження 
біооб’єктів належить електронній мікроскопії. 
Розвиток і вдосконалення електронно-мікро-
скопічної техніки значною мірою визначається 
завданнями, які вирішують науковці, а також ро-
зробленням нових методів підготовки та аналізу 
біологічних об’єктів [23, 25]. Підтвердженням 
цьому стали успіхи в галузі фундаментальних 
досліджень, досягнуті завдяки впровадженню 
методу кріоелектронної мікроскопії. Багато в 
чому вони пов’язані з розробкою і модифікацією 
методу кріофіксації, який дозволяє отримати тон-

Electron microscopy plays a crucial role in the 
development of cryobiology as a science and in 
studying the mechanisms of cryoinjury of biological 
specimens. The development and improvement of 
electron microscopy technique is largely determi-
ned by the tasks to be solved by scientists, as well 
as the development of new methods of managing 
and analysis of biological objects [7, 12]. This has 
been evidenced by the progress made in the fi eld 
of basic research through the introduction of cryo-
electron microscopy. They are mainly related to 
the development and modifi cation of the cryo-
fi xation method, which allows the obtaining of a 
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кий аморфний вітрифікований шар льоду, що 
містить біомакромолекули практично в їхньому 
природному середовищі. Поєднання методу під-
готовки біооб’єктів, високороздільної електрон-
ної мікроскопії та комп’ютерного аналізу зоб-
ражень із 3D-моделюванням дозволило зробити 
ряд важливих наукових відкриттів при дослід-
женні структури біомолекул, вірусів та інших 
біологічних мікрооб’єктів [2, 19]. 

Переважна більшість процедур, пов’язаних із 
заморожуванням біологічного матеріалу, викли-
кають кристалоутворення. У зв’язку з цим одними 
із першочергових завдань кріобіології є вдоско-
налення технології кріоконсервування для міні-
мізації об’єму кристалічної фази, управління 
процесами кристалоутворення, а також вивчення 
механізму взаємодії кристалів льоду з біологіч-
ними об’єктами. 

У 70–80-ті роки минулого століття такі ві-
домі вчені як E. Asahina J. Farrant, S. Fujikawa, 
A.P. MacKenzie, T. Nei, A. Staehelin та ін. вико-
нали значну кількість робіт, пов’язаних із дос-
лідженням кристалоутворення за допомогою 
електронно-мікроскопічних методів заморожу-
вання-сколювання, заморожування-заміщення, 
заморожування-висушування, що стало ваго-
мим внеском у кріобіологію [18, 22, 24, 28, 29, 
33]. 

В Інституті проблем кріобіології і кріомеди-
цини НАН України (ІПКіК НАН України) елек-
тронна мікроскопія знайшла широке застосу-
вання і використовується з перших років його 
заснування (1972 р.). При цьому прийняті в 
світовій практиці електронно-мікроскопічні ме-
тоди підготовки біологічних об’єктів, які вико-
ристовують хімічну фіксацію, не завжди забез-
печують вирішення поставлених завдань [32]. Це 
спонукало науковців до розроблення нових ме-
тодичних підходів, пов’язаних із дією холо-
ду на біологічні об’єкти, пошуку оптимальних 
режимів їх охолодження та аналізу процесів 
кристалоутворення. У 70–80-ті роки співробіт-
ники інституту та дослідного конструкторського 
бюро при ІПКіК НАН України спільно з фахів-
цями заводу електронних мікроскопів «SELMI», 
(м. Суми, Україна) розробили і модифікували 
прилади, які на той час за своїми технічними 
можливостями істотно не поступалися зразкам 
зарубіжних фірм і дозволяли отримувати зобра-
ження з високою роздільною здатністю, а також 
проводити морфометричний аналіз ультраструк-
тури клітин та їхніх мембран [10, 12]. 

Одним із найбільш інформативних низько-
температурних методів електронної мікроскопії 
є заморожування-сколювання, який засновано на 

thin amorphous vitrifi ed layer of ice containing 
biomacromolecules almost in their natural environ-
ment. The combination of biological sample prepa-
ration, high-resolution electron microscopy and com-
puter image analysis with 3D modeling has made 
a number of important scientifi c discoveries when 
investigating the structure of biomolecules, viruses 
and other biological microobjects [4, 9].

The vast majority of procedures involving the 
freezing of biological material causes crystal forma-
tion. Therefore, one of the priority tasks of cryobio-
logy is to improve cryopreservation technique to 
minimize the crystalline phase volume, to control 
the crystal formation, as well as to study the mecha-
nism of interaction of ice crystals with biological 
objects.

In the 70–80s of the last century, such famous 
scientists as E. Asahina J. Farrant, S. Fujikawa, 
A.P. MacKenzie, T. Nei, A. Staehelin, et al., perfor-
med numerous studies related to the examining the 
crystal formation using electron microscopy tech-
niques of freeze-fracture, freeze-substitution, free-
zing drying, which have greatly contributed to 
cryobiology [2, 6, 8, 18, 20, 30].

Electron microscopy has been widely used at 
the Institute for Problems of Cryobiology and Cryo-
medicine of the National Academy of Sciences of 
Ukraine (IPC&C) and has been exploited since the 
fi rst years of its foundation (1972). At the same time, 
the electron microscopic methods of preparing the 
biological specimens that use chemical fi xation, 
accepted in the world practice, did not always 
solve the tasks set [29]. This prompted scientists to 
develop new methodological approaches related to 
the eff ects of cold on biological objects, fi nding the 
optimal modes of their cooling and analysis of crystal 
formation. In the 70s and 80s, the IPC&C and its 
Special Constructing and Designing Bureau staff  
jointly with specialists from the electron microscope 
plant SELMI (Sumy, Ukraine) developed and modi-
fi ed devices, which at that time were compatible 
with those of foreign companies and made it possible 
to obtain the images with high resolution, as well 
as to perform morphometric analysis of the ultra-
structure of cells and their membranes [22, 26].

One of the most informative low-temperature 
methods of electron microscopy is freeze-fracture, 
which is based on the physical method of fi xing the 
bioobject, i. e. cryofi xation state, enabling in hund-
reds of thousands of seconds to freeze the sample 
to nitrogen temperatures [27]. This approach pro-
ved to be eff ective for fi xing and studying transient 
processes in cells, their membranes, as well as for 
the dynamics of extracellular and intracellular crys-
tal formation at diff erent stages of low-temperature 
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preservation [23, 35]. Using this method with 
the developed by us equipment for fracturing of 
biological specimens in vacuum, based on an in-
dustrial device VUP-2K (SELMI), the crystallization 
after freezing the solutions of some cryoprotectants 
(Fig. 1) and cell suspensions (Fig. 2) was investiga-
ted [27]. Non-uniform deformation of the cell surface 
by extracellular ice crystals resulted from the re-
duced ratio of the width of the ‘channel’ of the eutectic 
to the cell size was shown to occur at rapid freezing 
(Fig. 2). Taking into account this eff ect, the concept 
of cell damage during rapid freezing was propo-
sed [33]. 

For the fi rst time ever, we investigated the re-
crystallization of extracellular and intracellular ice 
and dehydration of human erythrocytes at the stage 
of temperature arrest (–20... –30°C) under the two-
stage freezing mode (Fig. 3) [24].

фізичному способі фіксації стану біооб’єкта — 
кріофіксації, що дозволяє за соті-тисячні част-
ки секунди заморозити зразок до азотних тем-
ператур [13]. Даний підхід виявився ефективним 
для фіксації та вивчення швидкоплинних про-
цесів у клітинах, їхніх мембранах, а також для 
дослідження динаміки поза- та внутрішньо-
клітинного кристалоутворення на різних етапах 
низькотемпературного консервування [4, 11]. За 
допомогою цього методу на розробленому нами 
пристрої для сколювання біологічних об’єктів 
у вакуумі на базі промислового приладу 
ВУП-2К, (SELMI) [13] було досліджено процес 
кристалізації після заморожування розчинів 
деяких кріопротекторів (рис. 1) і клітинних сус-
пензій (рис. 2). Показано, що за швидкого заморо-
жування відбувається неоднорідна деформація 
поверхні клітин кристалами позаклітинного льоду 

Рис. 1. Характер кристалізації в 20%-му водному розчині гліцерину, охолодженому зі швидкістю 2 × 103 град/хв (А) 
і 5 × 104 град /хв (В).

Fig. 1. Crystallization in 20% glycerol aqueous solution cooled at a rate of 2 × 103 deg/min (A) and 5 × 104 deg/min (B).

A B

Рис. 2. Характер кристалізації в суспензії еритроцитів, заморожених зі швидкістю 2 × 103 град/хв у присутності 
20%-го розчину гліцерину (А). Деформація поверхні еритроцитів (RBC) кристалами позаклітинного льоду (В).

Fig. 2. Crystallization in suspension of red blood cells frozen at a rate of 2 × 103 deg/min in the presence of 20% 
glycerol solution (A). Deformation of red blood cell (RBC) surface by extracellular ice crystals (B).

A B
RBC

RBC

RBC
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leton state and depends on temperature (Fig. 4, 5) 
[25, 26].

In 1986, at the IPC&C NAS of Ukraine on the base 
of SCDB with experimental unit there was developed 
and manufactured an equipment for the implemen-
tation of electron microscopic method of ice replace-
ment in a frozen state (freeze-substitution), capable of 
visualization of the shape and location of ice crystals 
formed in cells and tissues under low temperature 
exposure. Fig. 6 represents a typical picture of the
distribution of ice crystals in liver cells [14].

In recent decades, the practice of low-tem-
perature preservation of biological specimens has 

0,5 × 10–13 м3 Н–1с–1 [3, 30], а для еритроцитів 
ховраха у стані гібернації – 10–13 м3 Н–1с–1[30]. 

Метод заморожування-сколювання широко зас-
тосовувався в багатьох електронно-мікроско-
пічних лабораторіях світу для вивчення ультра-
структури клітин та їхніх мембран [24, 28, 29]. 
Для кріобіології важливого значення набуває 
дослідження температурозалежних структурних 
перебудов у біологічних мембранах. Ми пока-
зали, що перерозподіл внутрішньомембранних 
частинок (ВМЧ), які утворюються трансмемб-
ранними білками, значною мірою визначається
станом цитоскелета клітин і залежить від темпе-
ратури (рис. 4, 5) [12, 31]. 

Рис. 3. Розподіл кристалів внутрішньоклітинного льоду в еритроцитах людини на етапі температурної зупинки 
(–20°C; 10 хв) за двоступінчастого режиму заморожування (А) та в еритроцитах, заморожених за одноетапною про-
грамою зі швидкістю 4–5 тис град/хв (В). InC – внутрішньоклітинні кристали; ЕС – позаклітинні кристали.

Fig. 3. Distribution of intracellular ice crystals in human red blood cells at the stage of temperature arrest (–20°C; 
10 min) under two-stage freezing mode (A) and in red blood cells frozen with a one-stage program at a rate of 4–5 thou-
sand deg/min (B). InC – intracellular crystals; EC – extracellular crystals.

A B

в результаті зменшення співвідношення ширини 
«каналу» евтектики до розміру клітини (рис. 2). 
З урахуванням цього ефекту була запропонова-
на концепція пошкодження клітин за умов вико-
ристання швидкого режиму заморожування [16]. 

Методом заморожування-сколювання ми впер-
ше у світі дослідили процеси рекристалізації 
поза- і внутрішньоклітинного льоду та зневод-
нення еритроцитів людини на етапі температур-
ної зупинки (–20…–30°C) за двоступінчастого 
режиму заморожування (рис. 3) [30]. 

На основі розробленої в ІПКіК НАН України 
теоретичної моделі було запропоновано метод 
оцінки чисельних значень коефіцієнта фільтра-
ції клітинних мембран для води при негативних 
температурах із урахуванням експерименталь-
них значень часу «розчинення» кристалів вну-
трішньоклітинного льоду і зневоднення клітин. 
Для еритроцитів людини цей коефіцієнт склав 

Based on the theoretical model developed at 
IPC&C NAS of Ukraine, a method was propo-
sed to estimate the numerical values of the fi lt-
ration coeffi  cient of cell membranes for water at nega-
tive temperatures, taking into account the experimen-
tal values of ‘dissolution’ time of intracellular ice crys-
tals and cell dehydration. For human red blood cells 
this coeffi  cient was 0.5 × 10–13 m3 N–1s–1 [10, 24] 
and for red blood cells of hibernating ground 
squirrel – 10–13 m3 N–1s–1 [10, 24].

The freeze-fracture method has been widely used 
in many electron microscopy laboratories around 
the world to study the ultrastructure of cells and 
their membranes [8, 18, 20]. For cryobiology, the exa-
mining of temperature-dependent structural chan-
ges in biological membranes is important. We 
have shown that the redistribution of intramemb-
rane particles (IMP), formed by transmembrane
proteins, is largely determined by the cell cytoske-

EC

InC

InC

EC
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successfully used ‘vitrifi cation solutions’, which 
avoid crystallization by reducing the freezing point 
when using mixtures of cryoprotectants of high 
concentrations. As the temperature decreases, the 
liquid solution becomes more viscous and at a 
relatively low temperature and high concentration 
of substance solidifi es in the vitreous state. A similar 
result, i. e. vitrifi cation state can be obtained by ultra-
rapid cooling, which is realized, as a rule, for thin 
fi lms and micro-objects.

The described method has been widely applied in 
development and implementation in clinical practice 
of cryopreservation of human and animal repro-
ductive cells, for which the preservation of ultra-
structure and genetic apparatus is extremely impor-
tant (Fig. 7) [5, 21].

The combined use of scanning and transmission 
electron microscopies has allowed a comprehensive 
investigation of the eff ect of protective media of 
diff erent composition, ionic strength and pH values 
on structure and functions of biological samples of 

У 1986 р. в ІПКіК НАН України на базі СКТБ 
з дослідним виробництвом розроблено і виго-
товлено апаратуру для реалізації електронно-
мікроскопічного методу заміщення льоду в за-
мороженому стані, за допомогою якого удалося
візуалізувати форму і локалізацію кристалів льо-

Рис. 4. Відмінність в морфологічній картині поверхні 
сколювання мембрани еритроцита (А) та ліпідної (без-
білкової) везикули (В), яку виявлено за допомогою ме-
тоду заморожування-сколювання. PF – внутрішня при-
легла до цитоплазми поверхня мембрани еритроцита 
(inner membrane surface adjacent to the cytoplasm) з ха-
рактерним розподілом трансмембранних білків і глад-
ка поверхня ліпідної везикули (*), яка не містить части-
нок. ES – зовнішня поверхня еритроцита (extracellular 
surface).

Fig. 4. Diff erence in morphology of fracturing surface 
of red blood cell membrane (A) and lipid (protein-
free) vesicle (B), detected using the freeze-fracture me-
thod. PF is the inner membrane adjacent to cytoplasm 
with a characteristic distribution of transmembrane pro-
teins and a smooth, lipid-free surface of lipid vesicle (*). 
ES – outer surface of red blood cell (extracellular sur-
face).

Рис. 5. Відмінності в ультраструктурі РF-поверхонь 
мембран еритроцитів ховраха в стані глибокої гібернації 
(температура тіла 4°C) за кріофіксації зразків крові від 
4°C (А) та від 20°C (В).

Fig. 5. Diff erences in ultrastructure of PF surfaces of ground 
squirrel red bood cell membranes in deep hibernation 
state (body temperature 4°C) with cryofi xation of blood 
samples from 4°C (A) and from 20°C (B).
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0,3m

A
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ду, що формуються в клітинах і тканинах за низь-
котемпературного впливу. На рис. 6 представ-
лено типову картину розподілу кристалів льоду 
в клітинах печінки [5]. 

В останні десятиліття в практиці низькотем-
пературного консервування біологічних об’єктів 
успішно застосовуються «вітрифікувальні роз-
чини», які дозволяють уникнути кристалізації за 
рахунок зниження точки замерзання під час ви-
користання сумішей кріопротекторів із високою 
концентрацією. За умов зниження температури 
рідкий розчин стає більш в’язким і при досить 
низькій температурі та високій концентрації ре-
човини твердне в склоподібному стані. Анало-
гічний результат — стан вітрифікації — можна 
отримати за рахунок надшвидкого охолодження, 
яке реалізується, як правило, для тонких плівок 
і мікрооб’єктів.

Описаний метод знайшов широке застосуван-
ня в розробленні та впровадженні в клінічну прак-
тику кріоконсервування репродуктивних клітин 
людини і тварин, для яких надзвичайно важливе 
збереження ультраструктури та генетичного апа-
рату (рис. 7) [9, 20]. 

Спільне використання растрової і трансмісій-
ної електронної мікроскопії дозволило провести 
комплексне дослідження впливу захисних сере-
довищ різного складу, іонної сили і значень рН 
на структурно-функціональний стан біологічних 
об’єктів різного рівня організації (клітина-орган) 
[14, 21]. Встановлено, що слабоелектролітні сере-
довища із зниженим значенням рН забезпечують 
високий рівень збереження ультраструктури і мак-
роергів клітин. Зокрема, результати моделюван-
ня умов гіпотермічного зберігання еритроцитів 

diff erent levels of organization (cell-organ) [11, 
28]. Low-electrolyte media with low pH was found 
to provide a high rate of preservation of ultra-
structure and macroergs of cells. In particular, the
results of modeling the conditions of hypothermic 
storage of red blood cells showed that morpho-
logical changes (cell size and shape, formation 
of membrane vesicles, state of glycocalyx, partial 
loss and aggregation of transmembrane proteins) 
were directly related to ultrastructural organization 
of membrane-cytoskeletal complex (Fig. 8) [25, 
28].

The results of studying the ultrastructure of 
cells, their organelles after exposure to low tempera-
tures, hypothermia and hypobiosis have greatly 
contributed to understanding the nature of adap-

Рис. 6. Розподіл кристалів льоду в ядрі гепатоцита 
щура. Охолодження до –180°C. Метод заморожуван-
ня-заміщення.

Fig. 6. Distribution of ice crystals in nucleus of rat 
hepatocytes. Cooling to –180°C. Freeze-substitution.

Рис. 7. Збереження ультраструктури голівки (A) і хвоста (B) сперматозоїда людини після кріоконсервування мето-
дом вітрифікації.

Fig. 7. Preserved ultrastructure of human spermatozoa head (A) and tail (B) after cryopreservation by vitrifi cation.

A B

0,1 m0,3 m
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tation and regeneration of cellular and subcel-
lular structures, as well as discovering the mecha-
nisms of thermoregulation [3, 15, 19]. Using 
classical methods of electron microscopy at the 
IPC&C the structural and functional changes in 
biological systems of diff erent levels of organi-
zation and at various stages of ontogenesis after 
cooling at temperatures from 37 to –196°C were 
studied. Many publications of the IP&C team are 
devoted to investigation of morphological para-
meters of biological objects (blood cells, bone 
marrow, reproductive tissues, etc.) after in vitro 
cold and low-temperature preservation. Important 
attention is paid to changes in the ultrastructure 
of individual compartments of cells, the degree 

показали, що морфологічні зміни (розмір і фор-
ма клітин, утворення мембранних везикул, стан 
глікокаліксу, часткова втрата та агрегація транс-
мембранних білків) безпосередньо пов’язані з 
ультраструктурною організацією мембрано-цито-
скелетного комплексу (рис. 8) [14, 31]. 

Результати дослідження ультраструктури клі-
тин, їхніх органел після дії низьких температур 
в умовах гіпотермії та гіпобіозу внесли істотний 
вклад в уявлення про характер адаптації та ре-
генерації клітинних і субклітинних структур, а 
також у вивчення механізмів терморегуляції [1, 
6, 8]. За допомогою класичних методів електрон-
ної мікроскопії в ІПКіК НАН України вивчено 
структурно-функціональні зміни в біологічних 

Рис. 8. Морфологічний стан еритроцитів після 7 діб гіпотермічного зберігання в електролітних, рН 5,4 (А) і неелек-
тролітних, рН 8,6 (В) середовищах. Деградація ультраструктури глікокаліксу мембран еритроцитів до 10–14-ї доби 
зберігання (С) в середовищі з нейтральним рН. Темні стрілки – фрагменти глікокаліксу; М – мембрана еритроцита. 
Фіксація рутенієм червоним. 

Fig. 8. Morphology of erythrocytes after 7 days of hypothermic storage in electrolytic, pH 5.4 (A) and non-electrolytic, 
pH 8.6 (B) media. Degradation of ultrastructure of the glycocalyx of red blood cell membranes by days 10–14 of storage 
(C) in a medium with neutral pH. Dark arrows – fragments of the glycocalyx; M – red blood cell membrane. Fixation with 
ruthenium red.

C
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системах різного рівня організації та на різних 
етапах онтогенезу після охолодження за темпера-
тури від 37 до –196°C. Багато робіт учених ІПКіК 
НАН України присвячено дослідженню морфо-
логічних показників біологічних об’єктів (клітин 
крові, кісткового мозку, репродуктивних тканин 
та ін.) після дії холоду in vitro та низькотемпера-
турного консервування. Важлива увага приді-
ляється вивченню змін ультраструктури окремих 
компартментів клітин, ступеня та зворотності
процесів їхнього пошкодження під час розроб-
лення методів і технологій довгострокового збе-
рігання [9, 16, 20, 35].

Застосування електронної мікроскопії в дос-
лідженні елементів гематоенцефалічного бар’єра 
(ГЕБ) охолодженого мозку дозволило встановити 
структурні механізми підвищення його проник-
ності для термокомпетентних нейромедіаторів 
за рахунок активації процесів піноцитозу та ре-
цептор-індукованого трансцитозу. Виявлено, що 
ультраструктурні перебудови ендотеліоцитів кро-
воносних капілярів мають різну спрямованість 
і відповідають різним рівням проникності ГЕБ. 
Результати фрактального аналізу електронно-мі-
кроскопічних зображень кори і гіпоталамуса 
показали, що елементи ГЕБ за періодичних хо-
лодових впливів на організм тварин низькою 
позитивною (10°C) і наднизькою (–120°C) темпе-
ратурами мають різні структурно-функціональ-
ні особливості реагування, які значуще вияв-
ляються за показниками фрактальної розмірності 
функціональної геометрії структур головного 
мозку [1, 8].

Електронна мікроскопія — практично єди-
ний метод одержання однозначної інформації не 
лише про розподіл і локалізацію наночастинок у 

and reversibility of their damage when developing 
the methods and technologies for long-term storage 
[5, 21, 33, 34].

The use of electron microscopy in the study 
of elements of the blood-brain barrier (BBB) of 
cooled brain has established structural mechanisms 
to increase its permeability to thermocompe-
tent neurotransmitters by activating the pinocytosis 
and receptor-induced transcytosis. Ultrastructural 
rearrangements of endothelial cells of blood capil-
laries was found to have diff erent orientation and 
to correspond to diff erent levels of BBB perme-
ability. The results of fractal analysis of electron 
microscopic images of the cortex and hypotha-
lamus showed that the elements of BBB under 
periodic cold exposure to low positive (10°C) and 
ultralow (–120°C) temperatures had diff erent struc-
tural and functional features of the response, which 
were signifi cantly detected by indices of the frac-
tal dimension of the functional geometry of brain 
structures [3, 19].

Electron microscopy is virtually the only method 
of obtaining unambiguous information not just about 
the distribution and localization of nanoparticles 
in the intracellular volume, but also about the me-
chanism of their penetration into a cell [1, 16, 17]. 
The main physical index of nanoscale objects is the 
high ratio of surface area to volume, which ensures 
their reactivity [16, 31, 32]. Biocompatibility and 
ability to penetrate a cell are the main criteria for the 
eff ectiveness of using the nanoparticles for biolo-
gical and medical purposes [13, 16]. In our studies, 
the addition of fetal bovine serum to the equilib-
ration medium was shown to contribute to the forma-
tion of a thin shell (4–5 nm) around the nanopar-
ticles, which increased biocompatibility (Fig. 9). 

Рис. 9. Ультраструктура і характер розподілу наночастинок Fe
3
O

4
 у середовищах різного складу після 10-хви-

линної обробки ультразвуком і висушування на формваровій підкладці (А); утворення навколо наночастинок 
тонкої оболонки (стрілки) (В).

Fig. 9. Ultrastructure and nature of distribution of Fe
3
O

4
 nanoparticles in media of diff erent composition after 

10-min sonication and drying on a molding substrate (A); formation of a thin shell around the nanoparticles (arrows) (B).

20 nm 100 nm
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внутрішньоклітинному об’ємі, але й про механізм 
їх проникнення в клітину [7, 17, 27]. Основним 
фізичним показником нанорозмірних об’єктів 
є високе відношення площі поверхні до об’єму, 
що саме і забезпечує їхню реакційну здатність [7, 
15, 34]. Біосумісність і здатність проникати в клі-
тину — це основні критерії ефективності засто-
сування наночастинок у біологічних і медичних 
цілях [7, 26]. У наших дослідженнях було показа-
но, що додавання ембріональної телячої сироват-
ки в середовище еквілібрації сприяло утворенню 
тонкої оболонки (4–5 нм) навколо наночастинок, 
яка саме і підвищувала біосумісність (рис. 9). 

Таким чином, наведені в роботі окремі резуль-
тати аналізу ультраструктурних змін у біологіч-
них системах різного рівня організації під дією 
охолодження в широкому діапазоні температур, 
дані щодо формування та локалізації кристалів 
льоду у внутрішньоклітинному просторі, харак-
тер взаємодії кристалів з клітинною поверхнею, 
температурозалежного перерозподілу трансмем-
бранних білків та ін., які були одержані вченими 
ІПКіК, зробили вагомий внесок у розуміння ме-
ханізмів кріопошкодження та кріозахисту біоло-
гічних об’єктів. Електронна мікроскопія як ви-
сокороздільний метод дослідження у поєднанні 
з допоміжним технічним устаткуванням і мето-
дичними прийомами дозволила отримати важ-
ливі для кріобіології фундаментальні дані. На 
теперішній час перспективним є застосування 
кріоелектронної мікроскопії для оцінки стану біо-
логічних об’єктів під час розроблення новітніх 
методів кріоконсервування.

Thus, the results of analysis of ultrastructural 
changes in biological systems of diff erent levels 
of organization under the infl uence of cooling 
within a wide range of temperatures, data on the 
formation and localization of ice crystals in the 
intracellular space, nature of the interaction of crys-
tals with cell surface, temperature-dependent redist-
ribution of transmembrane proteins, obtained by 
the IPC&C scientists, signifi cantly contributed to 
understanding the mechanisms of cryoinjury and 
cryoprotection of biological specimens. Electron 
microscopy as a high-resolution research method 
in combination with auxiliary equipment and me-
thodological techniques allowed to obtain funda-
mental data important for cryobiology. At present, 
the use of cryoelectron microscopy to assess the state 
of biological specimens in developing new methods 
of cryopreservation is promising. 
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