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АНОТАЦІЯ 

Улізко П.Ю. Кріоконсервування еритроцитів ссавців із застосуванням 

комбінованих кріозахисних середовищ. − Кваліфікаційна робота на правах 

рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук 

(доктора філософії) за спеціальністю 03.00.19 − кріобіологія. − Інститут 

проблем кріобіології і кріомедицини НАН України, Харків, 2021. 

Дисертаційна робота присвячена розробці ефективного комбінованого 

кріозахисного середовища для кріоконсервування еритроцитів ссавців.  

В роботі визначені температури фазових переходів і склування в 

суспензіях еритроцитів коня з широко вживаними в кріобіології 

кріопротекторами: гліцерином, 1,2-пропандиолом (1,2-ПД), 

диметилсульфоксидом (ДМСО) і поліетиленоксидом з молекулярною масою 

1500 (ПЕО-1500). Показано, що в присутності ПЕО-1500 температура 

склування на 30 ÷ 50 ºС вище, ніж при використанні інших досліджених 

кріопротекторів. Найнижча температура склування зареєстрована при 

охолодженні суспензій еритроцитів у присутності ДМСО. Температура 

склування є важливим показником при розробці протоколів 

кріоконсервування біооб’єктів, оскільки це температура повного тверднення 

усієї рідини зразка і зберігати суспензії еритроцитів потрібно нижче цієї 

температури. У дисертаційній роботі вперше досліджені фізичні процеси в 

суспензіях еритроцитів ссавців з комбінованими кріозахисними 

середовищами при охолодженні до -196 °С та проаналізовано закономірності 

впливу різних кріозахисних речовин на температури фазових переходів і 

склування у багатокомпонентних середовищах. Встановлено, що 

температура склування у комбінованому середовищі знижується при 

збільшенні концентрації ДМСО і підвищується при збільшенні концентрації 

ПЕО-1500 та при додаванні сахарози. Виявлено, що температура склування 

еритроцитів в комбінованих кріозахисних середовищах, які містять  

ПЕО-1500, ДМСО, 1,2-ПД і сахарозу підвищується в порівнянні з 
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температурою склування середовищ на основі ДМСО, що дозволяє 

розширити діапазон можливих температур зберігання еритроцитів ссавців в 

цих середовищах. Рекомендована температура зберігання еритроцитів коня, 

бика і кролика в середовищах, які містять ПЕО-1500, ДМСО, 1,2-ПД і 

сахарозу нижче -95 °С, що достовірно вище рекомендованої температури 

зберігання при використанні розчину ДМСО (нижче -125 °С). Тому 

комбіновані кріозахисні середовища є більш придатними для практичного 

використання. Виявлено, що склоутворююча здатність комбінованого 

середовища у більшому ступеню залежить від сумарної концентрації 

кріопротекторів у розчині, ніж від типу кріопротетору. 

Кріозахисні розчини на основі ДМСО і ПЕО-1500 мають високу 

схильність до кристалізації евтектичних складів, на відміну від середовищ на 

основі гліцерину і 1,2-ПД, для яких розвиток цього процесу не є 

характерним. Уперше показано, що застосування комбінованих кріозахисних 

середовищ дозволяє уникнути розвитку кристалізації евтектичних складів, 

характерної для однокомпонентних кріозахисних середовищ на основі  

ПЕО-1500 або ДМСО, що дозволяє виключити один з факторів 

кріопошкоджень. Виявлено, що високомолекулярний кріопротектор  

ПЕО-1500 відіграє вирішальну роль у розвитку кристалізації евтектичниїх 

складів у комбінованих розчинах, перешкоджаючи кристалізації при 

температурі характерній для евтектики вода – ДМСО. Додавання сахарози у 

комбіновані кріоконсервуючи розчини сприяє запобіганню розвитку 

кристаллізації евтектичних складів незалежно від співвідношення ПЕО-1500 

та ДМСО у середовищі. 

Встановлено, що флуоресцентний барвник 3-DAB  

(3-диметиламінобензантрон) ефективно забарвлює мембрани еритроцитів 

коня, бика і кролика. При дії пошкоджуючих факторів кріоконсервування 

мембрани частини еритроцитів набувають більш пухку структуру і кількість 

гідрофобних місць зв'язування зонда збільшується, що призводить до 

збільшення флуоресценції клітин з пошкодженими мембранами. Це робить 
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можливим успішно застосовувати флуоресцентний барвник 3-DAB у 

проточно-цитофлуориметричному аналізі та флуоресцентній мікроскопії для 

оцінки стану еритроцитів тварин після кріоконсервування. Однокомпонентне 

кріозахисне середовище на основі ДМСО недостатньо ефективне при 

кріоконсервуванні еритроцитів коня і більшість клітин, які збереглися після 

заморожування, не відновлюють свої морфологічні характеристики. При 

консервуванні еритроцитів коня, бика і кролика у комбінованому 

кріозахисному середовищі не тільки знижуються загальні втрати клітин у 

порівнянні з розчином ДМСО, але й також еритроцити, які збереглися після 

всіх етапів кріоконсервування, більш близькі до контрольних. Це особливо 

актуально для еритроцитів коня, які більш чутливі до пошкоджуючої дії 

кріобіологічних факторів. 

Уперше проаналізовано вплив зміни концентрації компонентів 

комбінованого середовища на гемоліз еритроцитів на різних етапах 

кріоконсервування. Виявлено, що незначна добавка в комбіноване 

середовище сахарози дозволяє істотно зменшити гемоліз еритроцитів при 

заморожуванні. Використання ДМСО при концентрації в суспензії вище 5% 

призводить до достовірного підвищення рівня гемолізу ще на етапі інкубації. 

Підвищення концентрації ПЕО-1500 дозволяє істотно знизити рівень 

гемолізу еритроцитів на етапі заморожування - відігріву. Однак 

спостерігається різке зростання рівня гемолізу на етапі видалення 

кріопротектору. З еритроцитами кролика не вдалося оцінити дієвість 

однокомпонентного кріозахисного середовища на основі ПЕО-1500, оскільки 

при змішуванні з ним спостерігалось згортання еритроцитів. При цьому 

зменшення концентрації цього кріопротектора у комбінованому середовищі 

не призводить до згортання і дозволяє успішно консервувати еритроцити 

кролика. Уперше встановлено, що збереженість еритроцитів бика, кролика і 

коня вища після кріоконсервування з комбінованими кріозахисними 

середовищами, ніж з однокомпонентними. Розроблено нове кріозахисне 

середовище з 15% ПЕО-1500, 10% ДМСО, 5% 1,2-ПД і 5% сахарози, яке 
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ефективно зберігає еритроцити бика, коня, кролика і людини в процесі 

кріоконсервування. Показано, що після заморожування у розробленому 

комбінованому середовищі гемоліз еритроцитів бика складає 5,2%,  

кролика - 6,4%, коня - 7,2%, а людини - 5,9 %. Після всіх етапів 

кріоконсервування (інкубації з кріозахисним середовищем, заморожування-

відігрівання, процедури видалення кріопротекторів і перенесення в 

ізотонічне середовище) рівень гемолізу еритроцитів суттєво зростає, але 

вдається отримати від 74,6 % до 81,6% збережених клітин, залежно від виду 

ссавців. 

Найменший індекс осмотичної крихкості виявлено для еритроцитів 

кролика, що, можливо, пов'язано з їх структурними особливостями, так як 

відомо, що в мембранах еритроцитів кролика міститься більше фосфоліпідів, 

менше гликоліпідів і холестеролу, ніж в мембранах еритроцитів бика і коня. 

Можна відмітити, що індекс осмотичної крихкості еритроцитів кролика після 

всіх етапів кріоконсервування схожий з показниками контрольної групи, що 

свідчить про їх більшу осмотичну стійкість. Порівнюючи ефективність 

однокомпонентного середовища з ДМСО і комбінованого кріозахисного 

середовища можна відмітити, що на етапі інкубації з кріопротектором індекс 

осмотичної крихкості еритроцитів бика, коня і кролика нижчий у 

комбінованому середовищі, що говорить про його меншу цитотоксичність. 

Після заморожування-відігріву еритроцитів бика різниця між індексами 

осмотичної крихкості клітин з ДМСО і комбінованим середовищем 

нівелюється. З еритроцитами кролика і коня індекс осмотичної крихкості 

еритроцитів з комбінованим середовищем на всіх етапах кріоконсервування 

достовірно нижчий, ніж з однокомпонентним середовищем на основі ДМСО. 

Таким чином, застосування багатокомпонентних середовищ з сумішшю 

екзо- та ендоцелюлярних кріопротекторів дозволяє знизити концентрацію 

кожного з них і, відповідно, можливу токсичну дію. При цьому у суспензії 

клітин досягається достатньо висока сумарна концентрація кріозахисних 

речовин як у внутрішньоклітинному, так і зовнішньоклітинному середовищі. 
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Це дає можливість отримати високі показники збереженості еритроцитів при 

кріоконсервуванні у комбінованому захисному середовищі. Істотно вища 

ефективність комбінованих кріозахисних середовищ при заморожуванні 

суспензій еритроцитів може бути також пов'язана з їх високою 

склоутворюючою здатністю, а також з тим, що їх застосування дозволяє 

запобігти такому фактору кріопошкодження, як крісталізація евтектичних 

складів. 

Моделювання трансфузії досліджених еритроцитів ссавців показало, 

що як інкубація з кріозахисним середовищем, так і подальше заморожування-

відігрівання впливають на стан еритроцитів і їх гемоліз достовірно 

збільшується. Показано, що після кріоконсервування у комбінованому 

кріозахисному середовищі осмотичні властивості деконсервованих 

еритроцитів ссавців кращі і при моделюванні трансфузії їх гемоліз нижче, 

ніж с середовищем на основі ДМСО. Виявлено, що після етапа інкубування з 

розробленим комбінованим кріоконсервуючим середовищем, близько 97% 

деконсервованих еритроцитів бика, коня, кролика і людини залишаються 

збереженими після інкубації в плазмі і фізіологічному розчині при 

температурі 37 °С протягом 24 годин. Достовірно нижчий рівень гемолізу 

(2% у плазмі) зареєстровано для еритроцитів кролика, порівняно зі іншими 

дослідженими ссавцями. Після всіх етапів кріоконсервування гемоліз 

еритроцитів достовірно зростає, порівняно з контролем, але рівень його 

залишається в межах 5-6% залежно від виду ссавців. Але навіть після всіх 

етапів кріоконсервування близько 94% деконсервованих еритроцитів 

досліджених ссавців залишаються збереженими після інкубації в плазмі і 

фізіологічному розчині при температурі 37 °С протягом 24 годин. Кількість 

еритроцитів загиблих при моделюванні трансфузії протягом 24 годин після 

інкубації з ДМСО і після всіх етапів кріокосервування з ним достовірно 

більша, ніж з комбінованим кріозахисним середовищем. 

Отже, проведені наукові дослідження обґрунтовують доцільність 

використання комбінованих кріозахисних середовищ при кріоконсервуванні 
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еритроцитів ссавців. Отримані результати є підґрунтям для розробки 

технології низькотемпературного зберігання еритроцитів ссавців з 

покращеним рівнем збереженості клітин в процесі кріоконсервування. 

Розроблене кріоконсервуюче середовище 15% ПЕО-1500, 10% ДМСО, 5% 1,2 

ПД і 5% сахарози має високу ефективність при кріоконсервуванні 

еритроцитів різних видів ссавців і є найбільш універсальним з досліджених 

на даний час кріозахисних розчинів. 

Ключові слова: еритроцити ссавців, кріоконсервування, комбіновані 

кріозахисні середовища, низькотемпературні фазові переходи, гемоліз, 

осмотична крихкість. 
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ANNOTATION 

 

Ulizko P.Yu. Cryopreservation of mammalian erythrocytes with the use of 

combined cryoprotective media. − Qualification scientific paper as a manuscript. 

  

Thesis for a PhD Degree in Biology, specialty 03.00.19 “Cryobiology”. — 

Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine of the National Academy 

of Sciences of Ukraine, Kharkiv, 2021. 

The dissertation covers the development of an effective combined 

cryoprotective medium for cryopreservation of mammalian erythrocytes. 

Phase transition and glass transition temperatures in horse erythrocyte 

suspensions with cryoprotectors widely used in cryobiology were determined: 

glycerol, 1,2-propanediol (1,2-PD), dimethyl sulfoxide (DMSO) and polyethylene 

oxide with a molecular weight of 1500 (PEO-1500). It has been shown that in the 

presence of PEO-1500 the glass transition temperature is 30 ÷ 50 ºС higher than 

when using other investigated cryoprotectants. The lowest glass transition 

temperature was recorded when cooling erythrocyte suspensions in the presence of 

DMSO. The glass transition temperature is an important indicator in the 

development of cryopreservation protocols for biological objects, as it is the 

temperature of complete solidification of all sample fluid and erythrocyte 

suspensions should be stored below this temperature. In the dissertation work for 

the first time physical processes in suspensions of mammalian erythrocytes with 

combined cryoprotective media at cooling to -196 °C were investigated and 

regularities of influence of various cryoprotective substances on temperature of 

phase transitions and glass transition in multicomponent media were analyzed. It 

was found that the glass transition temperature in the combined medium decreases 

with increasing concentration of DMSO and increases with increasing 

concentration of PEO-1500 and with the addition of sucrose. It was found that the 

glass transition temperature of erythrocytes in combined cryoprotective media 

containing PEO-1500, DMSO, 1,2-PD and sucrose increases compared with the 
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glass transition temperature of DMSO-based media, which allows to expand the 

range of possible storage temperatures of mammalian erythrocytes in these media. 

The recommended storage temperature of erythrocytes of horse, bull and rabbit in 

media containing PEO-1500, DMSO, 1,2-PD and sucrose is below -95 °C, which 

is significantly higher than the recommended storage temperature when using a 

solution of DMSO (below -125 °C ). Therefore, combined cryoprotective media 

are more suitable for practical use. It was found that the glass-forming ability of 

the combined medium depends to a greater extent on the total concentration of 

cryoprotectants in solution than on the type of cryoprotectant. 

Cryoprotective solutions based on DMSO and PEO-1500 have a high 

tendency to crystallize eutectic compositions, in contrast to media based on 

glycerol and 1,2-PD, for which the development of this process is not typical. For 

the first time it has been shown that the use of combined cryoprotective media 

avoids the development of crystallization of eutectic compositions, characteristic 

for one-component cryoprotective media on the basis of PEO-1500 or DMSO, 

which eliminates one of the cryodamage factors. It was found that the high-

molecular cryoprotectant PEO-1500 plays a crucial role in the development of 

crystallization of eutectic compositions in combined solutions, preventing 

crystallization at the temperature characteristic of eutectic water - DMSO. The 

addition of sucrose to the combined cryopreservation solutions helps to prevent the 

development of crystallization of eutectic compositions, regardless of the ratio of 

PEO-1500 and DMSO in the medium. 

It was found that the fluorescent dye 3-DAB (3-dimethylaminobenzantrone) 

effectively dyes the membranes of equine, bovine and rabbit erythrocytes. Under 

the action of membrane damaging factors of cryopreservation, parts of erythrocytes 

acquire a looser structure and the number of hydrophobic binding sites of the probe 

increases, which leads to an increase in the fluorescence of cells with damaged 

membranes. This makes it possible to successfully use the fluorescent dye 3-DAB 

in flow cytofluorimetric analysis and fluorescence microscopy to assess the 

condition of erythrocytes of animals after cryopreservation. DMSO-based  
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one-component cryoprotective medium is not effective enough in cryopreservation 

of equine erythrocytes and most cells that survive after freezing do not restore their 

morphological characteristics. Preservation of equine, bovine and rabbit 

erythrocytes in the combined cryoprotective medium not only reduces the total cell 

loss compared to the DMSO solution, but also the erythrocytes that survived after 

all stages of cryopreservation are closer to the control. This is especially important 

for equine erythrocytes, which are more sensitive to damaging cryobiological 

factors. 

The influence of changes in the concentration of the components of the 

combined medium on the hemolysis of erythrocytes at different stages of 

cryopreservation was analyzed for the first time. It was found that a small addition 

of sucrose to the combined medium can significantly reduce hemolysis of 

erythrocytes during freezing. The use of DMSO at a concentration in suspension 

above 5% leads to a significant increase in the level of hemolysis at the incubation 

stage. Increasing the concentration of PEO-1500 can significantly reduce the level 

of erythrocyte hemolysis at the stage of freezing - heating. However, there is a 

sharp increase in the level of hemolysis at the stage of removal of the 

cryoprotectant. The effectiveness of one-component cryoprotective medium based 

PEO-1500 could not be evaluated with rabbit erythrocytes, because erythrocyte 

coagulation was observed when mixed with it. The reduction of the concentration 

of this cryoprotectant in the combined medium does not lead to coagulation and 

allows you to successfully preserve rabbit red blood cells. For the first time it was 

found that the preservation of bovine, equine and rabbit erythrocytes is higher after 

cryopreservation with combined cryoprotective media than with one-component. A 

new cryoprotective medium with 15% PEO-1500, 10% DMSO, 5% 1,2-PD and 

5% sucrose has been developed, which effectively preserves erythrocytes of bull, 

horse, rabbit and human during cryopreservation. It has been shown that after 

freezing in the developed combined medium the hemolysis of bovine erythrocytes 

is 5.2%, rabbit - 6.4%, equine - 7.2%, and human - 5.9%. After all stages of 

cryopreservation (incubation with cryoprotective medium, freezing-warming, 
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cryoprotectant removal procedures and transfer to isotonic medium) the level of 

hemolysis of erythrocytes increases significantly, but it is possible to obtain from 

74.6% to 81.6% of preserved cells, depending on mammalian species. 

The lowest index of osmotic fragility was found for rabbit erythrocytes, 

which may be due to their structural features, as it is known that rabbit erythrocyte 

membranes contain more phospholipids, less glycolipids and cholesterol than 

bovine and equine erythrocyte membranes. It can be noted that the index of 

osmotic fragility of rabbit erythrocytes after all stages of cryopreservation is 

similar to that of the control group, which indicate their greater osmotic stability. 

Comparing the effectiveness of one-component medium with DMSO and 

combined cryoprotective medium, it can be noted that at the stage of incubation 

with cryoprotectant the osmotic fragility index of bovine, equine and rabbit 

erythrocytes is lower in the combined medium, which indicates its lower 

cytotoxicity. After freezing-reheating of bovine erythrocytes, the difference 

between the indices of osmotic fragility of cells with DMSO and the combined 

medium is leveled. With rabbit and equine erythrocytes, the index of osmotic 

fragility of erythrocytes with a combined medium at all stages of cryopreservation 

is significantly lower than with a one-component medium based on DMSO. 

Thus, the use of multicomponent media with a mixture of exo- and 

endocellular cryoprotectants can reduce the concentration of each of them and, 

accordingly, the possible toxic effects. In this case, a sufficiently high total 

concentration of cryoprotective substances in both intracellular and extracellular 

media is achieved in the cell suspension. This makes it possible to obtain high rates 

of erythrocyte preservation during cryopreservation in a combined protective 

media. Significantly higher efficiency of combined cryoprotective media when 

freezing erythrocyte suspensions may also be associated with their high glass-

forming ability, as well as the fact that their use prevents such a factor of cryo-

damage as the crystallization of eutectic compositions. 

Modeling of studied mammalian erythrocytes transfusion showed that both 

incubation with a cryoprotective medium and subsequent freezing-warming affect 
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the condition of erythrocytes and their hemolysis increases significantly. It has 

been shown that after cryopreservation in a combined cryoprotective medium, the 

osmotic properties of deconserved mammalian erythrocytes are better and in the 

simulation of transfusion their hemolysis is lower than with DMSO-based medium. 

It was found that after incubation stage with the developed combined 

cryopreservation medium, about 97% of deconserved erythrocytes of bovine, 

equine, rabbit and human remain preserved after incubation in plasma and saline at 

37 °C for 24 hours. Significantly lower levels of hemolysis (2% in plasma) were 

recorded for rabbit erythrocytes compared to other mammals studied. After all 

stages of cryopreservation, the level of hemolysis increases significantly compared 

to the control, but its level remains within 5-6% depending on the type of mammal. 

But even after all stages of cryopreservation, about 94% of deconserved 

erythrocytes of the studied mammals remain preserved after incubation in plasma 

and saline at a temperature of 37 °C for 24 hours. The number of erythrocytes 

killed in the simulation of transfusion within 24 hours after incubation with DMSO 

and after all stages of cryopreservation with it is significantly greater than with the 

combined cryoprotective medium. 

Therefore, the conducted scientific researches substantiate expediency of use 

of the combined cryoprotective media at cryopreservation of mammalian 

erythrocytes. The obtained results are the basis for the development of technology 

for low-temperature storage of mammalian erythrocytes with an improved level of 

cells’ preservation of in the process of cryopreservation. The developed 

cryopreservation medium of 15% PEO-1500, 10% DMSO, 5% 1.2 PD and 5% 

sucrose has a high efficiency in cryopreservation of erythrocytes of different 

mammalian species and is the most versatile of the currently studied cryoprotective 

solutions. 

Key words: mammalian erythrocytes, cryopreservation, combined 

cryoprotective media, low-temperature phase transitions, hemolysis, osmotic 

fragility. 
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ВСТУП 

Обґрунтування вибору теми дослідження. В останні роки у 

ветеринарній медицині значно зросла потреба у трансфузіях крові тварин  

[1 − 4]. Це стосується і маленьких домашніх тварин, таких як коти, собаки, 

кролі [5, 6, 7], так і великих сільськогосподарських, таких як бики і коні  

[7 − 9]. Є дані про переливання як цільної крові, так і її компонентів 

(еритромаси, тромбоконцентратів, плазми та ін.) [5, 7, 10, 11]. Однак 

дослідники сходяться на думці, що для уникнення негативних реакцій після 

трансфузії перевагу необхідно віддавати переливанню окремих компонентів 

[3, 10]. Компоненти крові тварин часто застосовуються в ветеринарній 

лікувальній практиці при отруєннях, надмірній втраті крові, порушеннях 

імунної системи та ін. [5, 10]. Переливання крові від однієї тварини (донора) 

до іншої можливо лише після ретельно проведених досліджень, які 

дозволяють виключити у донора кровопаразитарні та інфекційні 

захворювання [7, 11]. Пошук тварини-донора з потрібною групою крові та 

перевірка цієї крові може займати тривалий час, тому для випадків з гострим 

станом тварин необхідна наявність банків крові [10, 12]. 

Тривале зберігання компонентів крові тварин можливо за низьких 

температур в умовах кріобанків. Але еритроцити різних видів ссавців 

потребують індивідуального підходу до розробки середовищ 

кріоконсервування. Традиційні для еритроцитів людини кріозахисні 

середовища на основі гліцерину або 1,2-пропандіолу (1,2-ПД) мають низьку 

ефективність для еритроцитів бика, коня, котів, собак і кролів [13, 14]. 

Диметилсульфоксид (ДМСО) має більш високу кріозахисну ефективність по 

відношенню до еритроцитів деяких тварин, але рівень гемолізу після всіх 

етапів кріоконсервування досить високий [14]. Тому пошук більш 

ефективних і універсальних середовищ кріоконсервування для еритроцитів 

тварин продовжується. Застосування екзоцелюлярних кріозахисних сполук 
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дозволяє отримати низький гемоліз еритроцитів після розморожування, але 

високі показники осмотичної крихкості не дозволяють використовувати їх 

для гемотрансфузій [14, 15]. Виявлено, що для деяких видів біологічних 

об’єктів більш ефективними є комбіновані кріозахисні середовища, які 

містять комбінацію ендо- та екзоцелюлярних кріозахисних сполук [13,  

16 − 19]. 

Низькотемпературне консервування включає етап охолодження 

біологічних об'єктів до температури рідкого азоту, при цьому в них протікає 

ряд складних фізичних процесів (кристалізація льоду, формування 

метастабільних станів), здатних викликати певні пошкодження клітинних 

структур [20 − 22]. Зміни біохімічних показників клітин при охолодженні 

можуть тривати після кристалізації основної маси розчинника до 

температури повного тверднення рідкої фази, яка залишилася у 

склоподібному стані. Тому тривале зберігання біологічних зразків необхідно 

проводити за температури нижче температури склування зразка. Ця 

температура може варіюватися в залежності від компонентів кріозахисного 

середовища, що використовуються при кріоконсервуванні. На даний час не 

до кінця вивчені фізичні процеси, які протікають при температурах нижче  

0 °С в біологічних об'єктах при використанні багатокомпонентних 

кріоконсервуючих середовищ. 

З огляду на вищезазначене доцільним є дослідження 

низькотемпературних фазових переходів і склування у комбінованих 

кріозахисних середовищах та суспензіях еритроцитів ссавців, а також оцінка 

збереженості еритроцитів після кріоконсервування під захистом 

комбінованих кріозахисних середовищ. 

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 

Дисертаційна робота виконана на базі кафедри хімії і біохімії Харківської 

державної зооветеринарної академії та відділу кріобіофізики Інституту 

проблем кріобіології і кріомедицини НАН України у рамках планових тем: 

«Експериментальна обробка та розробка методів кріоконсервування клітин та 
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тканин домашніх та сільськогосподарських тварин, а також розробка методів 

отримання кріоекстрактів з ембріональних тканин тварин та вивчення їх 

біологічної активності» (№ державної реєстрації 0110U007535) та «Вплив 

кріоконсервування плаценти та її водно-сольових екстрактів на 

антиоксидантну та протизапальну дію екстрактів» (№ державної реєстрації 

0116U003491). 

Мета і завдання дослідження. 

Мета роботи – створити ефективне комбіноване кріоконсервуюче 

середовище для еритроцитів ссавців (бика, коня і кролика) і дослідити 

збереженість клітин на етапах кріоконсервування. 

Для досягнення поставленої мети передбачалося вирішити наступні 

завдання: 

1. Дослідити фізичні процеси в багатокомпонентних кріозахисних 

середовищах у температурному діапазоні -196 ÷ 0°С. Виявити 

закономірності впливу різних кріозахисних речовин на температури 

фазових переходів і склування у комбінованих середовищах. 

2. Дослідити низькотемпературні фазові переходи і склування в 

суспензіях еритроцитів ссавців у присутності багатокомпонентних 

кріозахисних середовищ. Визначити найбільш перспективні 

кріозахисні середовища за температурами склування і кількістю 

утвореної склоподібної фази. 

3. Провести порівняльний аналіз збереженості еритроцитів бика, коня і 

кролика при кріоконсервуванні з однокомпонентними і 

комбінованими кріозахисними середовищами. 

4. Визначити рівень гемоліза еритроцитів бика, коня, кролика і людини 

на різних етапах кріоконсервування під захистом комбінованих 

кріозахисних середовищ. Визначити середовище з найменшим 

рівнем гемолізу для всіх досліджених ссавців. 
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5. Вивчити осмотичні властивості еритроцитів бика, коня і кролика 

після кріоконсервування у розробленому комбінованому 

кріозахисному середовищі. 

Об'єкт і предмет дослідження. 

Об'єкт дослідження – низькотемпературні фазові переходи, 

кріопошкодження еритроцитів ссавців. 

Предмет дослідження – збереженість еритроцитів бика, коня, кролика 

і людини в процесі кріоконсервування, температури фазових переходів, зміна 

теплоємності при склуванні. 

Методи дослідження: 

 метод ДСК для дослідження низькотемпературних фазових 

переходів і склування в кріоконсервуючих середовищах та 

суспензіях еритроцитів ссавців; 

 метод флуоресцентної мікроскопії для проведення порівняльного 

аналізу стану еритроцитів, кріоконсервованих під захистом 

комбінованих і однокомпонентних кріозахисних середовищ; 

 метод проточної цитофлуориметрії для кількісної оцінки 

ушкоджених еритроцитів при кріоконсервуванні з різними 

кріопротекторами; 

 спектрофотометричний метод для вимірювання рівня гемолізу 

еритроцитів на різних етапах кріоконсервування; 

 методика визначення осмотичної крихкості для вивчення механо 

- еластичних властивостей мембран еритроцитів в процесі 

кріоконсервування; 

 методика моделювання трансфузії для попередньої оцінки 

тривалості життя кріоконсервованих еритроцитів після 

переливання; 

 статистичні методи для аналізу отриманих експериментальних 

даних. 
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Наукова новизна отриманих результатів. 

У дисертаційній роботі вперше досліджені фізичні процеси в 

суспензіях еритроцитів ссавців з комбінованими кріозахисними 

середовищами при охолодженні до -196 °С та проаналізовано закономірності 

впливу різних кріозахисних речовин на температури фазових переходів і 

склування у багатокомпонентних середовищах. Встановлено, що 

температура склування у комбінованому середовищі знижується при 

збільшенні концентрації ДМСО і підвищується при збільшенні концентрації 

поліетиленоксиду з молекулярною масою 1500 (ПЕО-1500) та при додаванні 

сахарози. Виявлено, що температура склування еритроцитів в комбінованих 

кріозахисних середовищах, які містять ПЕО-1500, ДМСО, 1,2-ПД і сахарозу 

підвищується в порівнянні з температурою склування однокомпонентних 

середовищ на основі ДМСО, що дозволяє розширити діапазон можливих 

температур зберігання еритроцитів ссавців в цих середовищах. 

Уперше показано, що застосування комбінованих кріозахисних 

середовищ дозволяє уникнути розвитку кристалізації евтектичних складів, 

характерних при застосуванні в складі кріозахисного середовища тільки 

ПЕО-1500 або ДМСО, що дозволяє виключити один з факторів 

кріопошкоджень. Виявлено, що високомолекулярний кріопротектор ПЕО-

1500 відіграє вирішальну роль у розвитку кристалізації евтектичниїх складів 

у комбінованих розчинах, перешкоджаючи кристалізації при температурі 

характерній для евтектики вода – ДМСО. Додавання сахарози у комбіновані 

кріоконсервуючи розчини сприяє запобіганню розвитку кристаллізації 

евтектичних складів незалежно від співвідношення ПЕО-1500 та ДМСО у 

середовищі. 

Уперше проаналізовано вплив зміни концентрації компонентів 

комбінованого середовища на гемоліз еритроцитів бика, коня, кролика на 

різних етапах кріоконсервування. Виявлено, що використання ДМСО при 

концентрації в суспензії вище 5% призводить до достовірного підвищення 

рівня гемолізу ще на етапі інкубації. Незначна добавка в середовище 
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сахарози дозволяє істотно зменшити гемоліз еритроцитів при заморожуванні. 

Підвищення концентрації ПЕО-1500 дозволяє істотно знизити рівень 

гемолізу еритроцитів на етапі заморожування - відігріву. Однак 

спостерігається різке зростання рівня гемолізу на етапі видалення 

кріопротектору. 

Уперше встановлено, що збереженість еритроцитів бика, кролика і 

коня вища після кріоконсервування з комбінованими кріозахисними 

середовищами, ніж з однокомпонентними. Застосування багатокомпонентних 

кріозахисних середовищ дозволяє знизити концентрацію кожного з 

кріопротекторів і, відповідно, токсичну дію, але при цьому отримати досить 

високу сумарну концентрацію кріозахисних речовин, що дає високі 

показники збереженості еритроцитів при кріоконсервуванні у комбінованому 

захисному середовищі. 

Розроблено та запатентовано нове кріозахисне середовище з 15% ПЕО-

1500, 10% ДМСО, 5% 1,2 ПД і 5% сахарози, яке ефективно зберігає 

еритроцити бика, коня, кролика і людини в процесі кріоконсервування. 

Уперше показано, що після кріоконсервування у комбінованому 

кріозахисному середовищі осмотичні властивості деконсервованих 

еритроцитів ссавців кращі і при моделюванні трансфузії їх гемоліз 

достовірно нижчий, ніж с середовищем на основі ДМСО. Виявлено, що після 

інкубування з розробленим комбінованим кріоконсервуючим середовищем, 

близько 97% деконсервованих еритроцитів бика, коня, кролика і людини 

залишаються збереженими після інкубації в плазмі і фізіологічному розчині 

при температурі 37 °С протягом 24 годин. Після всіх етапів 

кріоконсервування рівень гемолізу достовірно зростає, порівняно з 

контролем, але рівень його залишається в межах 5-6% в залежності від виду 

ссавців. 

Наукова та практична значимість роботи. 

Отримані результати є підґрунтям для розробки технології 

низькотемпературного зберігання еритроцитів бика, коня і кролика з 
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покращеним рівнем збереженості клітин в процесі кріоконсервування. 

Проведені наукові дослідження обґрунтовують доцільність використання 

комбінованих кріозахисних середовищ при кріоконсервуванні еритроцитів 

ссавців. 

Розроблене кріоконсервуюче середовище 15% ПЕО-1500, 10% ДМСО, 

5% 1,2 ПД і 5% сахарози має високу ефективність при кріоконсервуванні 

еритроцитів різних видів ссавців і є найбільш універсальним з досліджених 

на даний час кріозахисних розчинів. 

Підвищення температури склування суспензій еритроцитів бика, коня, 

кролика і людини при кріоконсервуванні під захистом комбінованого 

кріозахисного середовища дозволяє розширити діапазон можливих 

температур зберігання крові, що полегшує практичне застосування 

розробленої методики кріокосервування еритроцитів ссавців. 

Результати роботи можуть бути використані у курсі лекцій вищих 

навчальних закладів та як методичні вказівки в лабораторіях, які 

досліджують властивості еритроцитів після кріоконсервування. 

Особистий внесок здобувача. 

Дисертація є самостійним і оригінальним наковим дослідженням 

здобувача. Автором спільно з науковим керівником сформульовано мету та 

визначено завдання дослідження. Здобувачем отримані експериментальні 

дані у всіх розділах досліджень, проведена їх статична обробка. Автором 

роботи самостійно проведено аналіз літератури, проаналізовані отримані дані 

і зроблені висновки. Спільні публікації відображають результати спільного 

планування, проведення роботи і обговорення результатів. 

Особистий внесок здобувача в опублікованих зі співавторами роботах 

полягає: 

 у роботах [23 − 25] – приготування кріозахисних розчинів та 

експериментальних зразків суспензій еритроцитів ссавців, 

дослідження фазових переходів і склування, обробка 
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калориметричних термограм, аналіз отриманих 

експериментальних даних; 

 у роботах [26 − 28] – приготування експериментальних зразків, 

обробка і аналіз отриманих експериментальних даних; 

 у роботах [29 − 40] – планування експерименту, приготування 

зразків еритроцитів бика, коня, кролика та людини з 

кріозахисними розчинами, кріоконсервування зразків крові, 

моделювання трансфузії, вимірювання гемолізу 

спектрофотометричним методом, порівняльний аналіз отриманих 

даних. 

Апробація результатів дисертації. 

Матеріали дисертаційної роботи представлені на вітчизняних та 

міжнародних конференціях серед яких: 

– 17-й міжнародний симпозіум “EARCR” (Milano, Italy, 23-27 April 2009); 

– VI Міжнародна наукова конференція «Молодь і поступ біології» (м. 

Львів, Україна, 21–24 вересня 2010 р.); 

– 17-а міжнародна Пущинська школа - конференція молодих учених 

«Биология – наука ХХI века» (м. Пущино, Росія, 21 – 26 квітня  

2013 р.); 

– Міжнародна конференція молодих вчених «Экспериментальная и 

теоретическая биофизика» (м. Пущино, Росія, 2015 р.); 

– 40-а щорічна конференція молодих вчених «Холод в біології та 

медицині» (м. Харків, Україна, 23-24 травня 2016 р.); 

– Міжнародна конференція «European Research Area: Status, Problems and 

Prospects » (м. Рига, Латвія, 1-2 вересня 2016 р.); 

– XI Зоологічна Міжнародна науково-практична конференція «Актуальные 

проблемы зоологической науки в Беларуси» (м. Мінськ, Білорусь, 1-3 

листопада 2017 р.); 
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– 41-а щорічна конференція молодих вчених "Холод в биологии и 

медицине. Актуальные вопросы криобиологии, трансплантологии и 

биотехнологии" (м. Харків, Україна, 24-25 травня 2017 р.); 

– 42-а щорічна конференція молодих вчених «Холод в біології та 

медицині» (м. Харків, Україна, 23-24 травня 2018 р.); 

– 43-я щорічна конференція молодих вчених «Холод в біології та 

медицині» (м. Харків, Україна, 27-29 травня 2019 р.); 

– II Всеукраїнська науково-практична конференція «Стратегії 

інноваційного розвитку природничих дисциплін: досвід, проблеми та 

перспективи» (м. Кропивницький, Україна, 21 березня 2019 р.); 

– 57-і щорічні збори Товариства кріобіології “Cryo 2020” (Virtual annual 

meeting, USA, 21-23 July 2020). 

Публікації. 

За результатами отриманих у дослідженні даних опубліковано 20 

наукових робіт: 2 статті у закордонних наукових журналах, 5 статей у 

наукових журналах України (1 входить до міжнародної наукометричної бази 

Scopus), 2 статті у збірниках матеріалів конференцій (загалом 2 наукові статті 

мають ідентифікатор DOI), 1 патент України на корисну модель, 10 тез 

доповідей. 

Структура дисертації. 

Матеріали дисертації викладені на 141 сторінках друкованого тексту, з 

яких 102 сторінки основного змісту. 

Дисертація складається з анотації, вступу, огляду літератури, розділу 

«Матеріали і методи дослідження», 3 розділів з результатами власних 

досліджень, узагальнення результатів, висновків і списку використаних 

джерел літератури. До списку літератури входять 171 джерело, у тому числі 

113 зарубіжних, розміщених на 20 сторінках тексту. Робота ілюстрована 33 

рисунками (з яких 4 мікрофотографій) і 9 таблицями. 
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РОЗДІЛ 1 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1 Пошкодження біологічних об'єктів при дії низьких температур 

та принципи кріоконсервування 

1.1.1 Механізми кріопошкодження 

Замерзання води з утворенням льоду є головною причиною більшості 

механізмів кріопошкодження біологічних об'єктів [41]. Лід, який 

утворюється, є по суті чистою кристалічною водою, що практично не містить 

розчиненої речовини: розчинені речовини разом із клітинами 

концентруються в решті рідкої фази, яка поступово зменшується по мірі 

зниження температури та продовження охолодження [42]. Клітина регулює 

внутрішню концентрацію води та проникальних розчинених речовин так, 

щоб вона знаходилася в рівновазі з позаклітинним середовищем [43]. Це 

призводить до того, що клітини реагують осмотичною дегідратацією на 

осмотичну дезеквілібрацію, спричинену зародженням та зростанням 

позаклітинного льоду [44]. Кінетика цієї реакції залежить від ряду факторів, 

включаючи швидкість охолодження, проникальність клітинної мембрани для 

води та співвідношення поверхні/об’єму клітин. Якщо швидкість 

охолодження буде досить повільною, клітина продовжить відновлювати 

осмотичну рівновагу через рух води з клітини, і внутрішньоклітинне 

середовище залишиться вільним від льоду (рис. 1.1.1.1). Однак, якщо 

швидкість зміни температури є висока, або проникальність клітини, 

співвідношення поверхня/об’єм недостатні, щоб дозволити компенсаційний 

рух води з клітини, внутрішньоклітинна вода переохолоджується нижче 

точки її замерзання, і клітина відновить рівновагу із зовнішнім середовищем 

внутрішньоклітинною кристалізацією [45 − 47]. Наслідки обох цих шляхів 

до відновлення осмотичної рівноваги можуть завдати шкоди клітині [20]. 
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Рис. 1.1.1.1 Схематичне зображення клітини, що охолоджується 

швидко, і кристалізується всередині або досить повільно втрачає воду і 

уникає внутрішньоклітинного льоду [48]. 

 

Концентрація позаклітинного розчину з кристалізацією води зростає до 

досягнення евтектичної температури, при якій залишок розчинника та 

розчиненої речовини кристалізуються разом. Для хлориду натрію ця 

температура становить –21,1 °C, а евтектична суміш при цьому містить  

31% NaCl [49]. Тому при повільному охолодженні, навіть без появи 

внутрішньоклітинного льоду, можливо пошкодження клітин, яке буде 

пов'язане з підвищенням концентрації розчинених речовин [50]. 

Гіперконцентрація солей може негативно впливати на стабільність білків і 

ліпідів мембран. 

Meryman H.T. [51] дійшов висновку, що концентрування 

внутрішньоклітинної солі не може мати вирішального значення в 

пошкодженні клітин в процесі їх зневоднення і висловив гіпотезу 

мінімального об’єму, яка припускає, що причиною пошкодження може бути 

зменшення об’єму клітини до критичної мінімальної позначки. 
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Осмотичне видалення води з цитоплазми призводить до накопичення 

внутрішньоклітинних розчинних речовин та збільшення щільності упаковки 

макромолекул [52], що може призводити до їх денатурації. 

При повільному охолодженні значну дію, що пошкоджує клітини 

також відіграють механічні і гіпербаричні фактори. Так, клітини можуть 

захоплюватися зростаючими кристалами льоду і пошкоджуватися в 

результаті роздавлювання або механічного пошкодження гострими 

кристалами льоду [44]. Частина клітин, захоплених в кристал льоду, 

виявляється в замкнутому просторі, де вони піддаються гіпербаричній дії. 

Для деяких видів клітин виявлено «ефект упаковки», тобто посилення 

пошкодження клітин при збільшенні їх концентрації у суспензії [48]. Так, 

гемоліз еритроцитів у розчині гліцерину після заморожування-відігрівання 

значно залежав від гематокриту, коли гематокрит був більше ніж 50%. 

Мембрани клітин вельми чутливі до величини рН, яка може 

змінюватися в рідких мікрофазах крижаних канальців при заморожуванні 

[53], тому при приготуванні кріоконсервантів часто використовують буферні 

розчини. 

У середовищі з електролітами треба враховувати можливу наявність 

електростатичних ефектів при заморожуванні з низькими швидкостями. 

Електричне поле виникає у результаті взаємодії іонів з фронтом 

кристалізації, при цьому на межі фаз формується подвійний електричний 

шар, який викликає появу різниці потенціалів між твердою і рідкою фазами 

[54]. При контакті з клітинами може виникати електричний пробій 

плазматичної мембрани та ініціювання внутрішньоклітинної кристалізації. 

Клітинні мембрани є ефективними бар'єрами для росту льоду, а в 

цитоплазмі мало ефективних нуклеаторів, здатних призвести до 

гетерогенного зародкоутворення вище -30 °C [55], що призводить до дискусії 

про механізм, за яким може відбуватися внутрішньоклітинне зародження 

кристалів льоду при більш високих температурах. Переважають три гіпотези, 

всі вони враховують роль плазматичної мембрани у внутрішньоклітинному 
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утворенні льоду. Гіпотеза про мембранну пору передбачає висівання 

внутрішньоклітинного льоду через попередньо наявні водні пори в мембрані 

[56]. Водні канали (відомі як аквапорини) були знайдені у деяких, але далеко 

не у всіх типах клітин, тоді як теорії дифузії молекул води та розчинених 

речовин через мембрани постулюють перехідне утворення порожнин у 

біслої, що може забезпечити шлях розповсюдження кристалів льоду через 

мембрану [57]. 

Пошкодження плазматичної мембрани під час замерзання як причина, а 

не наслідок появи внутрішньоклітинного льоду було запропоновано на 

основі експериментальних спостережень у рослинних протопластах [58, 59], 

де розрив протопласта безпосередньо спостерігався до того, як відбулося 

внутрішньоклітинне утворення льоду. У цій гіпотезі осмотичної пори [60] в 

плазматичній мембрані утворюються пори як наслідок теплових коливань під 

час охолодження. Такі пори можуть виникати також під впливом 

дегідратації при повільному охолодженні [54]. Зневоднення клітин може 

призводити до поділу ліпідних і ліпопротеїнових фаз, втрати бар'єрних 

властивостей мембран через формування в них трансмембранних дефектів, 

через які відбувається втрата внутрішньоклітинної води, іонів і малих 

біомолекул. Пори можуть бути розширені під час великого потоку води, 

викликаного швидко зростаючим осмотичним дисбалансом між 

позаклітинним та внутрішньоклітинним середовищем. Пори згортаються 

після зменшення потоку води, але за наявності позаклітинного льоду вони 

можуть дозволити ініціювати кристалізацію переохолодженого 

внутрішньоклітинного середовища позаклітинним льодом. 

Третя теорія внутрішньоклітинної кристалізації передбачає, що 

плазматичну мембрану не потрібно порушувати, щоб каталізувати 

внутрішньоклітинне зародження льоду [61]. Гетерогенне зародження 

відбувається внаслідок локалізованих топографічних змін плазматичної 

мембрани, які відбуваються внаслідок дії позаклітинного льоду на 

компоненти мембрани. 
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Внутрішньоклітинне утворення льоду може механічно порушувати 

мембрани, однак механічні пошкодження аж ніяк не є єдиною формою 

пошкодження клітин. Інші механізми включають тепловий шок [58], 

осмотичну травму [62], денатурацію білка [59] та утворення газових міхурів 

[63]. Внутрішньоклітинний лід може бути нешкідливим і навіть захисним 

при певних обставинах. Той факт, що клітини, які швидко охолоджуються, 

можуть пережити наявність внутрішньоклітинного льоду, якщо його швидко 

нагріти, говорить про те, що внутрішньоклітинний лід сам по собі не є 

незмінним летальним явищем, скоріше кількість льоду, розмір кристалів [64, 

65], його розташування [66] та механізм утворення [56] є причинами будь-

яких клітинних пошкоджень. 

Аналіз збереженості клітин після замерзання та відтавання та вплив 

швидкості охолодження привели Мазура до формулювання того, що стало 

відоме як «двофакторна гіпотеза» кріопошкодження [66, 67]. Дієвість цієї 

гіпотези було підтверджено у ряді досліджень [67, 68]. Важливо зазначити, 

що у клітинній популяції з проміжною швидкістю охолодження відбудеться 

змішана реакція: деякі клітини досягають осмотичної рівноваги втратою 

води, а інші - внутрішньоклітинним утворенням льоду. Відповідно, і 

механізми пошкодження у різних клітинах в суспензії можуть бути різними. 

"Двофакторна гіпотеза" значною мірою була розроблена з клітинами 

ссавців, і в багатьох випадках існує хороша кореляція між збереженістю 

після відтавання, внутрішньоклітинним утворенням льоду та осмотичною 

дегідратацією під час охолодження [42, 57]. 

Двофакторна гіпотеза визначає умови, за яких відбувається 

внутрішньоклітинне утворення льоду, однак не дає інформації про фізичний 

стан внутрішньоклітинного середовища у сильно стислих клітинах, у яких 

внутрішньоклітинний лід відсутній. Дослідження внутрішньоклітинної 

вітрифікації, що досягається високою концентрацією розчиненої речовини та 

швидким охолодженням, виявили згубний вплив низької швидкості 
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нагрівання, яка призводила до девітрифікації (кристалізації з аморфної фази) 

та утворення внутрішньоклітинного льоду на етапі нагріву [69, 70]. 

Частина пошкоджень клітин може бути зовсім не пов'язана з явищами 

кристалізації. Так, деякі чутливі до зміни температури клітини гинуть при 

швидкому охолодженні в області позитивних температур. Таке явище 

називається температурним або холодовим шоком [71, 72]. 

Повернення клітин в ізотонічний розчин після контакту з 

гіпертонічним середовищем часто призводить до руйнування їх мембран. Це 

явище називається постгіпертонічним лізисом [73, 74]. Воно трапляється, 

якщо в гіпертонічному середовищі всередину клітин проникає досить велика 

кількість розчинених речовин, а при перенесенні в ізотонічні умови 

всередину клітин проникає значно більше води, ніж її було видалено на стадії 

зневоднення, перш, ніж концентрація розчинених всередині клітин речовин 

зменшиться до ізотонічної. При цьому мембрани розтягуються до такої міри, 

що настає їх механічне пошкодження або порушення їх бар'єрно-

транспортної функції. Постгіпертонічний лізис залежить від середовищ 

дегідратації і регідратації, тривалості інкубування на етапі дегідратації клітин 

та температури [75]. 

Таким чином, при повільному охолодженні на клітини діє ряд 

кріопошкоджуючих факторів, таких як, дегідратація, гіперконцентрація 

солей, зміна рН, електростатичні ефекти, механічні і гіпербаричні фактори та 

ін. Головні кріопошкодження клітин при швидкому охолодженні обумовлені 

зростанням внутрішньоклітинних кристалів льоду і процесами 

рекристалізації. 

 

1.1.2 Види кріопротекторів і механізми їх дії 

Для захисту клітин від пошкоджуючої дії низьких температур 

використовують кріопротектори [20, 41]. Усі кріозахисні сполуки можна 

розділити на дві групи залежно від їх здатності проникати крізь плазматичну 

мембрану. Перші, ендоцелюлярні або проникальні, в основному включають 
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органічні розчинники, такі як гліцерин, ДМСО, 1,2-ПД, етиленгліколь  

[44, 76]. Проникальність цих кріопротекторів, як правило, визначається 

градієнтом концентрації та властивостями мембран. Проникальні 

кріопротектори надають клітинам внутрішньоклітинний захист, знижують 

концентрацію електролітів і запобігають зменшенню об'єму клітин у 

гіпертонічному розчині [49]. 

Властивість проникальних кріопротекторів модифікувати процеси 

кристалізації обумовлено їх низькою молекулярною вагою і здатністю до 

колігативної дії [77]. У частково замороженому розчині загальна 

концентрація розчинних речовин у незамерзлій фракції фіксована і не 

залежить від природи розчинених речовин. Оскільки руйнівний вплив солей 

безпосередньо пов'язаний із концентрацією, зниження цієї концентрації 

шляхом заміни частини розчинених усередині клітини речовин на 

кріозахисні сполуки призведе до їх меншого пошкодження [41]. Таким 

чином, проникальні кріопротектори знижують кріоскопічну температуру 

замерзання розчину, зменшують кількість утвореного льоду, а також діють як 

вторинний розчинник для солей [78]. 

Якщо ендоцелюлярний кріопротектор не може дифундувати з клітини 

досить швидко під час відтавання, щоб запобігти надмірному припливу 

вільної води та набряку клітини, може виникнути осмотичний шок, що 

призведе до розриву клітин через надзвичайно низьку внутрішню 

еластичність ліпідного біслою [48]. Регідратація при високих температурах, 

при яких мембрана перебуває у рідкому стані, менш небезпечна, ніж при 

низьких температурах, при яких спостерігається гелевий стан мембрани. 

Багато проникальних кріопротекторів виявляють цитотоксичність та 

мають погану біосумісність, що може викликати пошкодження клітин в 

процесі кріоконсервування або серйозні побічні ефекти у пацієнтів, якщо 

кріопротектор було не повністю видалено з клітин [44, 79, 80]. У порівнянні з 

цим, непроникальні (екзоцелюлярні) кріопротектори забезпечують лише 

позаклітинний захист. До них відносяться природні нетоксичні вуглеводи 



35 

 

(такі як сахароза, трегалоза, манітол, лактоза) та біомакромолекули (такі як 

білки та полімери) [81]. Непроникальні кріопротектори, такі як ПЕО, 

полівінілпіролідон, гідроксиетильований крохмаль активізують втрату води 

клітиною і зменшують ймовірність виникнення внутришньоклітинної 

кристалізації у процесі швидкого охолодження. 

Непроникальні кріопротектори перешкоджають внутрішньоклітинній 

кристалізації за декількома шляхами [41]. По-перше, вони утворюють 

оболонку навколо плазматичної мембрани клітини, з однієї сторони 

стабілізуючи мембрану, а з іншої сприяючи формуванню дрібнокристалічних 

форм льоду, які не чинять руйнуючої дії на клітину [82]. Реалізація цього 

механізму можлива в результаті того, що з початком заморожування 

концентрація полімерних молекул збільшується і шар води між молекулами 

полімеру стає дуже тонким. Висока в'язкість таких сполук може 

пригнічувати зародження льоду під час охолодження, але можлива 

рекристалізація під час нагрівання [83]. По-друге, володіючи осмотичними 

властивостями, вони викликають дегідратацію клітин і їх стиснення. Тому 

непроникальні в клітку полімери виявляються такими ж ефективними 

кріопротекторами, як і проникальні сполуки, і виступають у ролі сольового 

буферу і пасиватору гетерогенного зародкоутворення кристалів льоду. 

Додаткова захисна дія деяких кріопротекторів (гліцерин, цукри) полягає у 

запобіганні частковій денатурації білків у заморожуваному розчині та 

евтектичній кристалізації. 

Сучасні дослідження показали, що кріопротектори можуть мати 

кріозахисну дію не тільки перешкоджаючи утворенню внутрішньоклітинного 

льоду, а й модифікуванням мембран, завдяки чому мембрани стають більш  

стійкими до внутрішньоклітинної кристалізації [84]. Так, виявлено, що 

ДМСО та етиленгліколь модулюють властивості плазматичних мембран, 

впливаючи на рухливість ліпідів, допомагаючи клітині пережити розвиток 

внутрішньоклітинної кристалізації. 
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Деякі кріозахисні сполуки можуть проявляти при заморожуванні 

змішану дію, виявляючи властивості і проникальних, і непроникальних 

кріопротекторів [85]. До них відносяться ПЕО-400, 

гексаметиленгидроксиетилмочевина, оксиетильований гліцерин з 

молекулярною масою до 1400 [79]. 

Як правило, непроникальні кріопротектори поєднують з 

проникальними для забезпечення як позаклітинного, так і 

внутрішньоклітинного захисту [44]. Це призводить до компромісу між 

високою ефективністю кріоконсервації та токсичністю кріопротекторів [86]. 

Зокрема, показано, що гидроксиетильований крохмаль у поєднанні зі 

зниженими концентраціями ДМСО є ефективним для кріоконсервації 

повільним охолодженням [87]. Різні комбінації кріопротекторів, а також 

використання позаклітинних добавок успішно застосовувались при 

кріоконсервуванні багатьох клітин і тканин, включаючи ембріони, пуповинну 

кров та мезенхімальні стовбурові клітини, отримані з амніону [88]. 

Виявлені видові специфічні відмінності дії кріопротекторів на різні 

клітини, що говорить про необхідність індивідуального підходу при їх 

кріоконсервуванні [49]. Ці відмінності обумовлені мембранною 

проникальністю, відношенням поверхні до об'єму, а також метаболічними та 

функціональними особливостями клітин [41]. Токсична дія кріопротекторів 

[79] може бути пов'язана з взаємодією з клітинною мембраною. Так, 

молекули кріопротектору починають взаємодіяти з клітинною мембраною 

при кімнатній температурі, змінюючи конформацію інтегральних білків 

 [89 − 91]. 

Методи кріоконсервування поділяють на дві основні групи за 

швидкостями охолодження: повільне охолодження та вітрифікація [41, 92]. 

Ці методи потребують різного підходу при підборі кріопротекторів. 

Порівняльна характеристика цих двох методів наведена у таблиці 1.1.2.1. 

Випадки, коли при нагріванні засклованого при охолодженні кріозахисного 

розчину спостерігається кристалізація, а для збереженості клітин при 
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кріоконсервуванні у такому розчині вирішальну роль грає швидкість 

нагрівання, називають кріоконсервуванням нерівноважною вітрифікацією 

[41]. При цьому високими швидкостями охолодження у присутності 

кріопротекторів вдається запобігти як зародженню, так і зростанню кристалів 

льоду і досягти склування зразка [93]. Однак досягнутий склоподібний стан є 

метастабільним, і для того, щоб система залишалася без льоду, швидкість 

нагрівання набуває вирішального значення, оскільки при високих 

швидкостях система зможе обійти зони зародження та зростання кристалів 

льоду. Високі концентрації кріопротекторів дозволяють досягти 

рівноважного склування, при якому не розвивається кристалізація при зміні 

швидкості охолодження чи нагрівання [41]. 

 

Таблиця 1.1.2.1 

Порівняння методів повільного заморожування та вітрифікації [92] 

Характеристика 

Метод кріоконсервування 

Повільне 

заморожування 
Вітрифікація 

Робочий час Більше 3 год Менше 10 хв 

Вартість 

Висока, потрібне 

обладнання для 

заморожування 

Низька, 

обладнання не 

потрібне 

Об'єм зразка, мл 100-250 1-2 

Концентрація кріопротектору Низька Висока 

Ризик пошкодження 

заморожуванням, зокрема 

кристалами льоду 

Високий Низький 

Збереженість після відігрівання Висока Висока 

Ризик токсичного пошкодження 

кріопротектором 
Низький Високий 

 

Таким чином, треба враховувати, що при кріоконсервуванні методом 

нерівноважної вітрифікації, який найчастіше використовують у практиці, 

коли зменшення концентрації кріопротекторів до безпечного для клітин рівня 

компенсують високими швидкостями охолодження, можливе пошкодження 

клітин за рахунок девітрифікації та зростання льоду на етапі нагрівання. 
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Тому цей метод потребує ретельного експериментального підбору 

швидкостей охолодження та нагрівання при розробці протоколів 

кріоконсервування. 

 

1.2 Низькотемпературні фазові переходи у кріобіологічних 

системах 

Відомо, що збереженість клітин при кріоконсервуванні залежить від 

параметрів, що характеризують умови кріоконсервування: швидкості 

охолодження і нагрівання, глибини охолодження, наявності льоду, 

температури тощо [41, 42, 48, 57]. Використання кріопротекторів і швидке 

охолодження перешкоджає кристалоутворенню та дозволяє отримати 

середовище заморожування в склоподібного стані, проте в такій системі при 

нагріванні охолоджених зразків може розвиватися кристалізація з 

переохолодженого стану [52, 70, 94]. Тому дослідження фазового стану при 

охолодженні кріобіологічних систем є важливим етапом розробки технологій 

кріоконсервування біологічних об'єктів [47]. Основними фазовими 

переходами, які протікають при охолодженні та послідуючому нагріванні 

кріобіологічних зразків є кристалізація, склування, рекристалізація та 

плавлення. 

1.2.1 Кристалізація 

Фізичний стан води, найпоширенішої речовини в живій природі, 

вважається ключовим фактором успішної кріоконсервації біологічних 

об’єктів [47, 95], а процеси кристалоутворення в біологічних системах лежать 

в основі цілого ряду механізмів кріопошкоджень [41, 44, 96]. Очищена вода 

виявляє цікаві аномалії, що виявляються у 16 відомих кристалічних 

структурах льоду (більше, ніж у будь-якої іншої речовини) та декількох 

аморфних твердих станах [95]. Охолоджуючись при атмосферному тиску, 

вода може кристалізуватися до шестикутного або кубічного льоду залежно 

від швидкості охолодження. 
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Розглянемо переохолоджену воду при температурі Т, на кілька градусів 

нижче температури рівноважного замерзання (плавлення) Tm. Якщо вода 

чиста і об’єм малий, то такий нерівноважний переохолоджений стан може 

існувати майже безмежно довго. Щоб виникли умови для кристалізації, 

молекули води при броунівському русі повинні прийняти льодоподібну 

конфігурацію. Імовірність такого процесу одночасно у всьому масивному 

зразку зникаюче мала. Однак локальні кластери молекул із льодоподібною 

структурою у безперервний спосіб утворюються і розпадаються. Якщо одне з 

таких ядер досягає критичного розміру, то виникають енергетично 

сприятливі умови для наростання інших молекул води на цих ядрах і лід 

прогресивно поширюється всередині зразка [41]. Таке спонтанне зростання 

кристалів, яке повинно супроводжуватися зменшенням їх вільної енергії, 

відбувається при температурах нижче Tm і тільки для тих зародків, розміри 

яких перевищують деяку критичну величину Rкp. Розмір критичного радіусу 

для гомогенної нуклеації [97]: 

 

Rкp = 2б Tm / ΔНΔT, 

 

де Rкp - радіус сферичного зародка, б - коефіцієнт поверхневого натягу на 

межі розділу "тверде тіло - рідина", Tm - температура плавлення, Н - 

ентальпія фазового переходу, ΔТ - переохолодження. 

 

Тобто кристалізація відбувається у два етапи: утворення зародків 

кристалів (нуклеація) і подальше зростання цих зародків шляхом приєднання 

молекул з рідини (зростання кристалу) [49]. Процес кристалізації протікає з 

виділенням енергії у вигляді прихованої теплоти кристалізації і відноситься 

до фазових переходів першого роду. Розташування частинок в кристалі 

впорядковано, і його ентропія набагато менше ентропії розчину. 

Зародки можуть утворюватися в результаті гетерофазної флуктуації 

(гомогенне зародкоутворення), як описано вище, або кристалізація може 
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відбуватися на сторонніх частинках в розчині (гетерогенне 

зародкоутворення) [41]. Гомогенне зародження кристалів є порівняно 

малоймовірною подією, за винятком температур, близьких до -35 °C. 

Гетерогенне (або полегшене) зародження кристалів каталізується за 

допомогою відповідної твердої або рідкої поверхні, яка спонукає молекули 

води утворювати структури, що сприяють кристалізації льоду [49]. На 

практиці під час кріоконсервації клітин зародження індукується при 

температурі значно вище −30 °C і носить гетерогенний характер [98]. 

Імовірність нуклеації залежить від ступеню переохолодження (ΔT= Tm-T), 

об'єму охолоджуваного зразка та в'язкості рідини. 

Швидкість кристалізації визначається, по-перше, швидкістю 

виникнення центрів кристалізації, і, по-друге, лінійною швидкістю росту 

кристалів, тобто швидкістю переміщення межі між закристалізованою масою 

і розчином. Було відмічене, що повільна швидкість охолодження 

кріобіологічних систем призводить до зростання позаклітинних, великих, 

гострих кристалів льоду, а значні темпи заморожування сприяють утворенню 

дрібних кристалів всередині і зовні клітин [96]. Лід, який утворюється, є по 

суті чистою кристалічною водою, що практично не містить розчиненої 

речовини: розчинені речовини разом з клітинами концентруються в решті 

рідкої фази, яка поступово зменшуватиметься в міру зниження температури 

та продовження замерзання. 

Рідкий розчин на відміну від чистої рідини не твердне цілком при 

постійній температурі (рис. 1.2.1.1). При деякій температурі початку 

кристалізації, починають виділятися кристали розчинника; саме температура 

початку кристалізації є кількісною характеристикою процесу кристалізації з 

розчинів. Оскільки при кристалізації розчинника концентрація розчину 

зростає, кристалізація наступних порцій розчинника відбувається при більш 

низькій температурі [41, 49]. 

Кристалізація може протікати не тільки на етапі охолодження, але і на 

етапі нагріву [52, 70, 94]. Останній випадок спостерігається при швидкості 
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охолодження вище критичної, що дозволяє уникнути кристалізації при 

охолодженні і перевести систему в метастабільний стан, але швидкість 

нагріву нижче критичної дозволяє системі кристалізуватися. 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 1.2.1.1 Заморожування чистої води (а) і розчину (б) [49]. 

 

При дослідженні фазових переходів, зокрема кристалізації, широко 

застосовують метод диференційної скануючої калориметрії (ДСК) [95, 99, 

100]. Однак треба враховувати, що швидкість нагріву впливає на реєстрацію 

фазових переходів у калориметричних дослідженнях. Так, при високих 

швидкостях деякі фазові переходи можуть не бути зареєстровані через 

накладання декількох термічних ефектів [101]. 

 

1.2.2 Склування 

Коли рідина охолоджується, в'язкість зростає. Якщо рідина 

охолоджується дуже швидко, в'язкість може стати такою великою, що 

молекулярна реорганізація відбувається досить повільно або припиняється. 

Нуклеація і зростання кристалів затримуються і рідина стає стабільною 

нерівноважною фазою, яка аморфна (тобто в ній відсутній дальній порядок), 

у якій, проте, механічні властивості такі, як у твердого тіла [41]. Така фаза 

називається склом або склоподібним твердим тілом, а процес його 

формування – склуванням [102]. 

Процес переходу від рідкого до склоподібного стану можна розуміти 

на молекулярному рівні як втрату обертальної та поступальної ступенів 

а б 
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свободи протягом певного часового інтервалу, при цьому залишається лише 

коливальна рухливість у межах фіксованої молекулярної структури. 

Зменшена свобода молекулярного руху призводить до зниження 

теплоємності у склі у порівнянні з рідким станом. Хоча дифузія практично не 

існує нижче температури склування, невеликі локальні рухи молекул, 

пов'язані з релаксацією, мають наслідки для кріобіології [103]. 

Як було сказано вище, склування, або вітрифікація - це процес, при 

якому зразок твердне без утворення кристалів льоду, внаслідок чого 

утворюється склоподібний аморфний стан. Цей процес вимагає високої 

в'язкості рідини, високих швидкостей охолодження та/або малого об'єму 

зразка [104]. Зв'язок між цими трьома факторами пояснюється рівнянням 

Арава [105]: 

P = υ × η / V, 

де P - вірогідність вітрифікації, υ - швидкість охолодження або 

нагрівання, η - в'язкість, а V - об'єм. 

 

Склування зазвичай пов'язане з раптовою зміною щільності, що може 

призвести до значного механічного впливу і розтріскування. Теоретично 

вітрифікація не має жодного характерного для кристалізації шкідливого 

впливу. Однак вода може швидко кристалізуватися після переходу зі 

склоподібного до стану переохолодженої рідини [94]. 

Визначення точної температури склування є складною процедурою, 

найчастіше для її вимірювання використовують метод диференційної 

скануючої калориметрії [106, 107]. Склування відбувається в деякому 

інтервалі температур. Як правило, температура склування Tg визначається як 

точка перегину на кривій залежності теплоємності від температури. 

Температура склування не є термодинамічним параметром, а скоріше 

відображенням дифузійної динаміки, пов'язаної зі зміною в'язкості при 

зниженні температури, яка викликана значними структурними змінами [104]. 
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Температура склування може залежати від методики, що використовується 

для її визначення, і навіть використання однієї техніки може призвести до 

різних значень Tg, залежно від швидкості охолодження [108]. Отже, не дивно, 

що часто отримують невеликі відмінності в значеннях Tg, визначених 

експериментально при різних швидкостях охолодження або різними 

методами. Наприклад, є грубе «практичне правило», зміна швидкості 

охолодження на один порядок викликає зміну Tg на 3-5 K. Отже, при 

повідомленні значення Tg важливо надавати точні умови, при яких 

утворилася аморфна тверда речовина, і умови, при яких досліджується 

склування. 

Процеси склування методом калориметрії досліджено у водних 

розчинах в умовах вузьких пор [109]. Виявлено, що для обмежених зразків із 

евтектичним складом температура склування зростає зі зменшенням розміру 

пор. Для найменшого діаметру пор (2 нм) температури початкової та кінцевої 

точок склування збільшуються, відповідно, на 2 та 5 К, що еквівалентно 

ефекту тиску близько 100 МПа на об'ємний зразок. Можна припустити, що це 

пов'язане з подвійним утриманням розчину між стінкою пор та осадженим 

льодом. 

Zhao L.S. зі співавторами було досліджено залежність Tg водних 

розчинів кріопротекторів від вмісту у них води [110]. Виявлено, що розчини 

зі змінним вмістом води, і, відповідно, концентрацією кріопротектору, 

можуть бути поділені на три окремі групи залежно від поведінки склування. 

У розчинах першої групи (з великим вмістом води) наряду зі склуванням має 

місце кристалізація води на етапі охолодження, температура склування не 

залежить від концентрації розчину. Для другої (середній концентраційний 

діапазон) і третьої (висока концентрація розчиненої речовини) груп розчинів 

гліцерину и 1,2,4-бутантриолу було виявлено повне склування зразків навіть 

при помірних швидкостях охолодження. Показано, що у другому 

концентраційному діапазоні температура склування підвищується при 
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збільшенні концентрації гліцерину або 1,2,4-бутантриолу, а на етапі нагріву 

заморожених розчинів вище температури Tg можлива кристалізація льоду. 

У роботі [111] також виявлено вплив вмісту вологи на температуру 

склування сумішей цукрів (трігалози або рафінози), полімерів 

(полівінілпіролідону), проникальних кріопротекторів (етиленгліколь, 

пропіленгліколь або диметилсульфоксид). Методом диференційної 

скануючої калориметрії показано підвищення Tg зі зменшенням вмісту 

вологи. 

 

1.2.3 Рекристалізація 

Структура кристалів в розчині після швидкого охолодження є 

недосконалою, тому при нагріванні відбувається реорганізація структури 

кристалів - рекристалізація, що представляє собою процес зростання одних 

кристалічних зерен полікристала за рахунок інших [112, 113]. 

Виявлено, що рекристалізація може впливати більш згубно, ніж 

кристалізація на етапі охолодження [95]. Процеси рекристалізації залежать як 

від типу кріопротектору і його концентрації, так і від режимів охолодження 

та нагріву. Так, у роботі [99] вивчено взаємодію між швидкістю охолодження 

та швидкістю нагрівання та їх вплив на життєздатність і функцію Т-клітин, 

кріоконсервованих у розчині ДМСО. Отримані дані показують, що за умови, 

коли швидкість охолодження становить 1 °C/хв або повільніше, фактично 

немає впливу швидкості нагрівання на життєздатність клітин в межах 

досліджуваних швидкостей нагрівання (від 1,6 °C/хв до 113 °C/хв). Після 

швидкості охолодження 10 °C/хв спостерігалося зменшення числа 

життєздатних клітин при повільних темпах нагрівання (1,6 °C/хв та 6,2 

°С/хв). Кріомікроскопічні дослідження показали, що втрата життєздатності 

клітин корелює з розвитком процесу рекристалізації. Швидкі темпи 

нагрівання (113 °C/хв і 45 ° C/хв) не призводили до розвитку цього процесу. 

Вплив швидкостей охолодження та нагрівання, а також концентрації 

ДМСО на життєздатність лейкоцитів людини досліджено Wang M. зі 
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співавторами [70]. Виявлено що після повільного охолодження  

(2 °С/хв) у 5% розчині ДМСО тільки висока швидкість нагрівання дає 

високий рівень життєздатності клітин після відтавання, що може 

пояснюватися уникненням процесів рекристалізації при швидкому 

відігріванні. 

Рекристалізація у деяких розчинах кріопротекторів може протікати у 

декілька етапів. Так, при дослідженні кристалізації води в концентрованому 

водному розчині поліетиленгліколю з вмістом води 37,5 мас.% методами 

інфрачервоної спектроскопії та диференціальної скануючої калориметрії 

показано розвиток рекристалізації льоду у два етапи: при 198 К та при 210 К 

[114]. 

Для запобігання шкідливої дії процесів рекристалізації дослідники 

продовжують пошуки інгібіторів рекристалізації, до яких, зокрема, 

відносяться антифризні білки і глікопротеїни [115, 116], деякі моно- та 

дисахариди [117], а також спеціально синтезовані маленькі проникальні у 

клітини молекули [112, 118]. 

 

1.2.4 Плавлення 

Плавленням називається перехід речовини з твердого кристалічного 

стану в рідкий. Плавлення є фазовим переходом першого роду і 

супроводжується поглинанням тепла [119]. Головними характеристиками 

такого переходу речовин є температура і ентальпія плавлення [120]. 

Плавлення можна розглядати як процес, зворотний кристалізації. Він 

характеризується оборотною рівновагою між двома окремими фазами і 

призводить до утворення рідкої фази. Плавленню передують інтенсивне 

разупорядкування кристалів речовини (так зване передплавлення) і поява 

рідких мікроділянок на поверхні кристалів і поблизу міжкристалічних 

кордонів. При нагріванні мікроділянки укрупнюються і зливаються, 

формуючи рідку фазу, а кристали розсипаються на фрагменти і зменшуються 

в розмірах до повного зникнення. Теплота, що підводиться до речовини при 
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плавленні, витрачається в основному на розрив міжатомних зв'язків, а не на її 

нагрівання. Якщо склад речовини, що плавиться, не змінюється, плавлення 

називається конгруентним, якщо змінюється - інконгруентним [121]. 

Температура плавлення Тm подвійної системи залежить від її складу [120]. 

Температура плавлення чистого льоду 0 ºC, а розчинені у воді 

речовини призводять до зниження цієї температури [100]. Однак, виявлено, 

що можуть бути виключення з цього правила. Так, антифризні білки 

впливають не тільки на процеси кристалізації, але й на плавлення 

кріобіологічних систем [122]. Цікаво, що вони можуть призводити не тільки 

до збільшення гістерезису між температурою кристалізації і плавлення, але й 

до появи гістерезису між рівноважною температурою плавлення і 

експериментально отриманою. Так, Celik Y. зі співавторами отримали 

перегріті кристали льоду при додаванні антифризних білків з антарктичної 

бактерії [123]. 

Плавлення низькомолекулярних речовин протікає зазвичай у вузькому 

інтервалі температур. Особливість плавлення полімерів полягає в тому, що 

фазове перетворення кристал-розплав відбувається не при суворо певній 

температурі, а в деякому температурному інтервалі [124]. Широкий інтервал 

плавлення має вода, адсорбована на молекулах білка при малій вологості. Її 

плавлення має вигляд розмазаного по температурі переходу типу "порядок - 

безлад". Плавлення розчинів протікає у вузькому інтервалі температур тільки 

в разі евтектичної концентрації. При інших (не евтектичних) концентраціях 

відбувається розмивання фазового переходу по температурі внаслідок зміни 

концентрації розчиненої речовини в рідкій фазі при плавленні [125, 126]. 

Для теоретичного опису процесів плавлення застосовуються наближені 

моделі, одна з яких модель вільного об'єму, яку запропонували вперше 

Леннард - Джонс і Девоншир. Ця теорія має лише один параметр порядку, 

який пов'язано з позиційним дальнім порядком та поступальним ступенем 

свободи. Згідно даної моделі рідина має структуру аналогічну структурі 

твердого тіла і приймається, що в рідині молекули можуть переходити з 
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однієї комірки в іншу, тоді як в твердому тілі рух обмежено одною ділянкою, 

а усі частини розташовані так, що підтримується ідеальний порядок їх 

розташування [127]. Ця теорія набула розвитку з додаванням параметрів, які 

враховують міжмолекулярні взаємодії [128]. У коливальної теорії Ліндемана 

вважається, що кристал стає механічно нестійким, коли амплітуда теплових 

коливань атомів досягає певної критичної відстані між атомами [129]. 

Коливальні теорії застосовуються поки тільки для найпростіших 

кристалічних структур. Реальні кристали мають складний спектр коливань і 

не описуються цими теоріями. 

Таким чином, процеси кристалізації із переохолодженої рідини після 

розсклування та рекристалізація можуть бути вирішальними 

пошкоджуючими факторами на етапі нагрівання біологічних зразків, що 

потребує ретельного відношення до підбору співвідношення швидкостей 

охолодження і нагрівання. Жодна з існуючих теорій не описує поки досить 

повно і надійно плавлення реальних речовин, побудованих з молекул зі 

складними міжмолекулярними взаємодіями, і проведення експериментальних 

досліджень в даній області є актуальними. Різні види клітин мають різну 

стійкість до факторів кріоконсервування і потребують індивідуальної 

розробки протоколу кріоконсервування. При цьому важливими є аналіз 

низькотемпературних фазових переходів не тільки на етапі охолодження, але 

і на етапі нагрівання. При підборі кріозахисних речовин важливими є їх 

склоутворююча здатність, щоб запобігти кристалізації та відсутність 

токсичності до даного виду клітин. Ефективним є застосування комбінації 

проникальних і непроникальних кріопротекторів, що дозволяє запобігти 

внутрішньоклітинної та позаклітинної кристалізації без використання 

високих токсичних концентрацій кріопротекторів. 
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РОЗДІЛ 2 

 

МАТЕРИАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

2.1 Матеріали дослідження 

У даній роботі досліджували еритроцити бика, коня, кролика та 

людини. Донорську кров людини (чоловіча, II+), заготовлену на консерванті 

«ЦФДА-1» («Maco Productions Pologne SP. Z.o.o.», Польща), отримували у 

Харківському обласному центрі служби крові. Кров тварин отримували на 

базі Харківської державної зооветеринарної академії, використовували 

консервант «Глюгіцир» (в об'ємному співвідношенні 1:4). Забір крові бика  

(2-4 роки) і коня (5-10 років) здійснювали з яремної вени, а кролика  

(1-2 роки) - з ушної вени шляхом венопункції [130]. Всі тварини були 

здоровими статевозрілими самцями, імунізованими та вільними від 

паразитів. Маніпуляції з тваринами здійснювалися професійними 

ветеринарами згідно Міжнародних принципів "Європейської конвенції про 

захист хордових тварин, які використовуються з експериментальної та інших 

наукових цілей" (Страсбург, 1985 р.) та «Загальних принципів експериментів 

на тваринах», що було схвалено III Національним конгресом по біоетиці 

(2007 р., Київ). 

Цільну кров ссавців центрифугували при 800 g протягом 3 хвилин для 

видалення плазми, тоді тричі відмивали у 4-кратному об'ємі фізіологічного 

розчину (рН 7,4) з центрифугуванням при 800 g протягом 3 хвилин. 

Гематокрит для всіх видів еритроцитів складав не менш 95 %. Кріозахисні 

середовища, які містили сахарозу, маніт, ДМСО, 1,2-ПД, ПЕО-1500 та 

гліцерин у різному відсотковому співвідношенні, готували на фізіологічному 

розчині (рН 7,4). У роботі було проведено дослідження з рядом 

однокомпонентних кріозахисних середовищ з ДМСО (5%, 10%, 15%, 20%), 

1,2-ПД (10%, 20%, 25%, 35%), гліцерином (10%, 15%, 30%) та ПЕО-1500 
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(10%, 15%, 20%, 30%), а також з різною комбінацією проникальних і 

непроникальних кріопротекторів: 

1. 5% ПЕО-1500+15% ДМСО; 

2. 10% ПЕО-1500 +10% ДМСО; 

3. 20% ПЕО-1500+10% ДМСО; 

4. 10% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 10% 1,2-ПД + 10% сахарози; 

5. 15% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 5% 1,2-ПД + 5% сахарози; 

6. 15% ПЕО-1500 + 15% ДМСО + 5% 1,2-ПД + 5% сахарози; 

7. 20% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 5% 1,2-ПД + 5% сахарози. 

8. 10% ПЭГ-1500 + 10% ДМСО + 10% 1,2-ПД +5% сахарози; 

9. 20% ПЭГ-1500 + 5% ДМСО +5% 1,2-ПД +5% сахарози 

10. 10%ПЭГ-1500 + 10%ДМСО + 10% 1,2-ПД+ 10% маніт. 

Кріозахисні розчини до отриманого осаду еритроцитів додавали 

краплинно в співвідношенні 1:1 і інкубували при кімнатній температурі 

протягом 15 хв. 

Після інкубації еритроцитів з кріозахисними речовинами, зразки у 

пластикових контейнерах об’ємом 2 мл охолоджували зануренням у рідкий 

азот (–196°C). Відігрівання здійснювали на водяній бані при 40-42°C до 

появи рідкої фази. Кріопротектори з клітинної суспензії видаляли шляхом 

поетапного центрифугування. На першому етапі до суспензії еритроцитів 

додавали у рівному об’ємі 0,6 М NaCl, 10 мМ фосфатного буфера, рН 7,4. 

Після цього еритроцити двічі промивали розчином 0,15 М NaCl на 10 мМ 

фосфатному буфері, рН 7,4 [15]. 

 

2.2 Методи дослідження 

2.2.1 Диференціальна скануюча калориметрія 

При нагріванні або охолодженні біологічних зразків у них можуть 

протікати різні типи фізико-хімічних перетворень [41, 110]. Такі 

перетворення можуть супроводжуватися як виділенням, так і поглинанням 

тепла. Для дослідження фазових переходів в даний час розвинені і широко 
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застосовуються методи диференціального термічного аналізу (ДТА) і більш 

сучасна його модифікація – ДСК [95, 99, 100]. У ДТА реєструється різниця 

температур досліджуваного зразка і стандартної речовини як функція часу 

або температури при нагріванні їх в ідентичних температурних умовах з 

певною швидкістю. У ДСК реєструється енергія, необхідна для встановлення 

нульової різниці температур між досліджуваним зразком і стандартом в часі 

при нагріванні або охолодженні їх в ідентичних температурних умовах з 

певною швидкістю. 

У даній роботі дослідження фазових переходів і склування в області 

температур від -180°С до 0°С проводились за допомогою ДСК, який було 

розроблено і виготовлено в ІПК і К НАН України [131]. Даний прилад, 

відповідно до класифікації Уендландта, можна віднести до приладів типу 

«ДСК» (ДТА) [132]. Принцип роботи такого калориметра заснований на 

реєстрації теплових потоків, що надходять до зразка в процесі його 

безперервного нагрівання. На відміну від звичайного ДТА, тут реєструється 

інтегральний тепловий потік одночасно в багатьох точках поза зразком. 

Особливістю даного калориметру є те, що його робочу камеру можна 

попередньо охолодити до будь-якої заданої температури в діапазоні  

- 196 ÷ 0 ºС, потім помістити в комірку калориметру зразок, який був 

заздалегідь охолоджений з будь-якої необхідної швидкістю. Це дозволяє 

досліджувати зразки, охолоджені з високими швидкостями (~ 10 º град/с і 

більше). В даній роботі зразки охолоджували зануренням у рідкий азот. 

Середня швидкість охолодження при цьому складала 200 град/хв. 

Термограми реєстрували на етапі нагріву охолоджених зразків зі швидкістю 

0,5 град/хв. Маса досліджуваних зразків складала 1 г. 

При наявності в досліджуваному зразку будь-яких процесів, або 

фазових переходів на кривих ДСК проявляються характерні піки і аномалії, 

дослідження яких дає інформацію про процеси, що протікають в зразку. 

Аномалією називається будь-яке відхилення від монотонної зміни сигналу 

залежно від часу. Такі відхилення можливі при протіканні в зразку процесів, 
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пов'язаних з виділенням або поглинанням теплоти (хімічні реакції, фазові 

переходи першого роду) або з різкою зміною теплоємності зразка (склування, 

фазові переходи другого роду). 

Розрізняють екзотермічні (виділення тепла) і ендотермічні (поглинання 

тепла) аномалії ДСК (рис. 2.2.1), а також стрибок теплоємності. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 2.2.1 Визначення температур фазових переходів і склування. 

Пояснення у тексті. 
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Температуру плавлення (Tm) визначали за точкою перетину дотичної до 

ендотермічного піку плавлення зразка з базовою лінією (рис. 2.2.1 а). 

Температуру кристалізації (Tс) на етапі нагрівання зразка визначали, як і для 

плавлення за точкою перетину базової лінії і дотичної до кривої (рис. 2.2.1 б). 

Розсклування (рис. 2.2.1 в) не відбувається в деякій фіксованій точці, а 

розвивається в певному діапазоні температур і на термограмі має вигляд 

зміщення базової лінії (стрибок теплопоглинання). Температуру переходу 

можна визначити або як середнє значення температур початку Tg1 і 

закінчення переходу Tg2, або як точку перегину кривої. 

Похибка вимірювання температур не перевищувала  0,2 С. 

 

2.2.2 Визначення рівня гемоліза спектрофотометричним методом 

Ефективність кріопротекторів у різній комбінації оцінювали за 

гемолізом, осмотичною крихкістю, моделюванням трансфузії еритроцитів 

після кріоконсервування, методами флуоресцентної і світової мікроскопії та 

проточної цитофлуориметрії. Вимірювання гемолізу еритроцитів проводили 

спектрофотометричним методом при довжині хвилі 543 нм [133]: 

 

% гемолізу=[А1/А2]*100%, 

де А1 – оптична щільність дослідженого зразка,  

А2 – оптична щільність при повному гемолізі контрольного зразка 

еритроцитів. За 100% -й гемоліз брали поглинання проби, в яку додавали 

детергент тритон Х-100 в концентрації 0,1%. 

Збереженість визначали відсотком негемолізованих клітин. 

 

2.2.3 Дослідження осмотичної крихкості еритроцитів 

Осмотичну крихкість визначали шляхом перенесення еритроцитів в 

розчини різної тонічності (0,2 - 0,9% NaCl) при кімнатній температурі [134]. 

Концентрацію NaCl, при якій спостерігався 50% гемоліз визначали як індекс 

осмотичної крихкості. 
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2.2.4 Моделювання трансфузії еритроцитів 

Моделювання трансфузії здійснювали перенесенням 

кріоконсервованих еритроцитів досліджуваних тварин у плазму або 

фізіологічний розчин і інкубуванням при 37 °С протягом 24-х годин. 

Розведення еритроцитів при цьому складало 1:10, що відповідає 

встановленим процедурам трансфузії крові реципієнтам. 

 

2.2.5 Флуоресцентна мікроскопія 

На даний час в кріобіології широко використовуються сучасні 

флуоресцентні методи аналізу клітин, проточна цитофлуориметрія та 

флуоресцентна мікроскопія [135 − 138]. Флуоресцентні барвники, які 

використовуються при цьому, повинні реагувати на зміну мікрооточення, 

мати високі сольватохромні показники і значне зростання квантового виходу 

при зв’язуванні з біологічними об’єктами [137]. В даній роботі для 

забарвлення еритроцитів нами було використано барвник 3-DAB  

(3-диметиламінобензантрон) («SETA BioMedicals», США). Флуоресцентний 

барвник 3- DAB – нейтральна речовина, яка погано розчиняється у воді і 

чутлива до полярності оточення (сольватохромний ефект). Володіє 

достатньою гідрофобністю, щоб проникати в біологічні об'єкти і 

нековалентно зв'язуватися з біомакромолекулами, що входять до їх складу 

[137]. Важливо, що 3- DAB має високу фотохімічну стійкість і незначний 

квантовий вихід флуоресценції у водних середовищах, який у гідрофобній 

фазі різко зростає. У концентраціях 10-4-10-3 моль не виявляє токсичної дії на 

клітини [138]. Структурна формула молекули 3-DAB і деякі флуоресцентні 

характеристики приведено на рис. 2.2.5 та у табл. 2.2.5. 

Концентрація барвників в суспензії клітин при мікроскопічних 

дослідженнях становила 40 мкМ [135], а при цитофлуоріметрічних вимірах - 

4-7 мкм [137]. Клітини інкубували з барвником 15 хв і відмивали від вільного 

барвника центрифугуванням при 1300 g протягом 3 хв. 
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Флуоресцентні зображення еритроцитів отримували на 

флуоресцентному конфокальному мікроскопі «AxioObserverZ1» («Carl 

Zeiss», Німеччина) з імерсією при збільшенні х63. Флуоресцентні зображення 

клітин отримувалися поміщаючи краплину суспензії еритроцитів проміж 

предметним та покривним склом и рівномірно розподіляючи тонким шаром. 

Оцінку морфологічних особливостей еритроцитів здійснювали згідно 

класифікації [139]. 

 

O

N (CH3)2

 

Рис 2.2.5 Структурна формула 3- DAB. 

 

Таблиця 2.2.5 

Флуоресцентні характеристики барвника 3- DAB [138] 

 

Молекулярна маса (М) 273,33 г/моль 

Молярний коефіцієнт екстинкції (ε) 10250 моль-1 × см-1 

Максимум спектра поглинання (λabs) 470 нм 

Максимум спектра флуоресценції (λfl) 666 нм 

Квантовий вихід флуоресценції в етанолі (QY) 0,11 

 

2.2.6 Цитофлуоріметрія 

Флуоресцентні характеристики еритроцитів, забарвлених зондами, 

досліджували за допомогою проточного цитофлуориметра «FACS Calibur» 

(«BectonDickinson», США). Флуоресценцію збуджували світлом з довжиною 

хвилі 488 нм (аргоновий лазер). 
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2.2.7 Методи статистичного аналізу 

Кожний експеримент повторювали не менше 6 разів. Дані наведено як 

середнє значення ± стандартне відхилення. Для перевірки статистичної 

значимості відмінностей числових показників, що досліджувались, 

використовували U-критерій Манна-Уїтні. Статистично достовірними 

вважали результати при р <0,05. 
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РОЗДІЛ 3 

НИЗЬКОТЕМПЕРАТУРНІ ФАЗОВІ ПЕРЕХОДИ І СКЛУВАННЯ У 

СУСПЕНЗІЯХ ЕРИТРОЦИТІВ ССАВЦІВ В ПРИСУТНОСТІ 

КРІОЗАХИСНИХ СПОЛУК 

 

3.1 Фазові переходи і склування у кріозахисних середовищах для 

кріоконсервування еритроцитів при температурах нижче 0°C 

 

3.1.1 Низькотемпературні фазові переходи і склування в 

однокомпонентних кріозахисних середовищах 

 

Низькотемпературне консервування клітинних суспензій включає 

етапи охолодження, зокрема до температури рідкого азоту, та відігрівання 

біологічних об'єктів. При цьому в них може протікати ряд складних фізичних 

процесів, таких, як кристалізація льоду, плавлення, формування 

метастабільних станів та інші [48, 41, 42], які здатні викликати пошкодження 

клітинних структур. Треба відмітити, що зміни біохімічних показників клітин 

можуть тривати і після кристалізації основної маси розчинника аж до 

склування рідкої фази, що залишилася. Тому тривале зберігання біологічних 

зразків необхідно проводити при температурі нижче температури склування 

зразка. Ця температура може варіюватися в залежності від використовуваних 

при кріоконсервуванні компонентів кріозахисного середовища, що 

підбираються для кожного типу клітин індивідуально. 

Згідно даних літератури, найбільш широке використання при 

кріоконсервуванні еритроцитів ссавців набули кріозахисні середовища на 

основі гліцерину, 1,2-ПД, ДМСО і ПЕО-1500 [15, 140 − 145].У зв'язку з цим 

метою першого етапу дослідження було проаналізувати низькотемпературні 

фазові переходи і склування в перспективних кріозахисних розчинах на 

основі одного кріопротектору. 
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Калориметричні термограми було отримано на етапі нагріву зі 

швидкістю 0,5 град/хв, попередньо охолоджених до -196°С розчинів 

кріопротекторів. Як видно, на усіх отриманих термограмах реєструється 

стрибок теплопоглинання 1 та декілька екзо- та ендотермічних ефектів  

(рис. 3.1.1.1), які інтерпретовано згідно [146 − 147] наступним чином: 

1. Стрибок теплопоглинання 1 відповідає процесу перехода з 

твердоаморфного стану в стан переохолодженої рідини (Tg). Тобто це процес 

розсклування засклованої на етапі охолодження частини зразка. 

2. Розмитий екзотермічний пік 2 відповідає завершенню кристалізації 

льоду при нагріванні (Тс). Високі швидкості охолодження, які використано у 

роботі, призводять до того, що частина розчинника не встигає 

закристалізуватися на етапі охолодження і цей процес продовжується на 

етапі повільного нагріву. 

3. Екзотермічний пік 3 відповідає кристалізації евтектичних складів 

(Tсe) вода-ДМСО (рис. 3.1.1.1, в) та, відповідно, вода-ПЕО-1500  

(рис. 3.1.1.1, г). Кристалізація евтектики, як і кристалізація льоду, не встигає 

повністю завершитися на етапі охолоджування і продовжується при 

досягненні відповідної температури при нагріванні з низькими швидкостями. 

4. Ендотермічний пік 4 відповідає плавленню евтектичних складів (Tme) 

вода-ДМСО і вода-ПЕО-1500. Механічна суміш кристалів евтектичного 

складу, яка була закристалізована на етапі охолодження і на етапі нагріву, 

плавиться при досягненні відповідної температури плавлення  

евтектики (Tme). 

5. Пік теплопоглинання 5 – плавлення льоду в системі (Tm). Це процес 

зворотній до кристалізації на етапі охолодження. Оскільки при охолодженні 

водний розчин не кристалізується цілком при постійній температурі на 

відміну від чистої рідини, тому і на етапі нагріву ми спостерігаємо плавлення 

в деякому інтервалі температур. Це пов’язано з тим, що по мірі плавлення 

льоду концентрація розчинених речовин знижується і температура плавлення 

наступної порції розчинника підвищується. 
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Рис. 3.1.1.1 ДСК-термограми однокомпонентних розчинів 

кріопротекторів: 30% гліцерину (а), 35% 1,2-ПД (б), 20% ДМСО (в),  

30% ПЕО-1500 (г). 

 

Можна відмітити, що ПЕО-1500 більш схильний до утворення 

евтектичних складів і піки кристалізації і плавлення евтектичних складів 

реєструються при всіх досліджених концентраціях ПЕО-1500: 10%, 15%, 

20%, 30% (табл. 3.1.1.1). Для 5% і 10% розчинів ДМСО процеси евтектичної 

кристалізації не спостерігаються (табл. 3.1.1.1), а для 15% і 20% розчинів 
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ДМСО піки кристалізації і плавлення евтектичних складів мають значно 

меншу інтенсивність, ніж для розчинів ПЕО-1500 відповідної концентрації. 

 

Таблиця 3.1.1.1 

Розвиток процесів кристалізації і плавлення евтектичних складів у 

однокомпонентних середовищах 

 

 

 

Кріопротектор Концентрація, % Кристалізація 

евтектики 

Плавлення 

евтектики 

ПЕО-1500 10 + + 

15 + + 

20 + + 

30 + + 

ДМСО 5 - - 

10 - - 

15 + + 

20 + + 

1,2-ПД 10 - - 

20 - - 

25 - - 

35 - - 

Гліцерин 10 - - 

15 - - 

30 - - 
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Було проведено порівняльний аналіз температур склування розчинів 

гліцерина, 1,2-ПД, ДМСО і ПЕО-1500 для концентрацій, які знайшли 

застосування у кріобіолоігї (рис. 3.1.1.2). 

 

Рис. 3.1.1.2 Температура склування (Tg) у однокомпонентних 

середовищах. 

* – статистично значимі відмінності у порівнянні з розчинами ПЕО-

1500 (р<0,05), n=6; # – статистично значимі відмінності у порівнянні з 

розчинами 1,2-ПД (р<0,05), n=6; ** – статистично значимі відмінності у 

порівнянні з розчинами гліцерину (р<0,05), n=6; ## –статистично значимі 

відмінності у порівнянні з розчинами ДМСО (р<0,05), n=6. 
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Порівнюючи температури склування розчинів досліджених 

кріозахисних речовин, можна відмітити, що процес повного затвердіння 

рідини у розчинах ДМСО відбувається при температурах достовірно нижчих, 

ніж у всіх інших досліджених кріопротекторів, а для розчинів ПЕО-1500 – 

при температурах достовірно вищих за інші кріопротектори (рис. 3.1.1.2). 

Між розчинами 1,2-ПД і гліцерина достовірних відмінностей у температурі 

склування зареєстровано не було. 

У роботі також було проведено оцінку кількості склоподібної фази, яка 

формується при охолодженні однокомпонентних кріозахисних розчинів  

(рис. 3.1.1.3). 

 

Рис. 3.1.1.3 Стрибок теплопоглинання при склуванні у 

однокомпонентних середовищах кріоконсервування: 1 – 10% ПЕО-1500; 2 – 

15% ПЕО-1500; 3 – 20% ПЕО-1500; 4 – 30% ПЕО-1500; 5 – 5% ДМСО; 6 – 

10% ДМСО; 7 – 15% ДМСО; 8 – 20% ДМСО; 9 – 10% 1,2-ПД; 10 – 20% 1,2-

ПД; 11 – 25% 1,2-ПД; 12 – 35% 1,2-ПД; 13 – 10% гліцерин; 14 – 15% 

гліцерин; 15 – 30% гліцерин. 
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Порівняльний аналіз склоутворюючої здатності кріопротекторів було 

проведено на основі інтенсивностей стрибка теплопоглинання на  

ДСК-термограмах. Видно, що при підвищенні концентрації всіх досліджених 

кріопротекторів інтенсивність стрибка теплопоглинання 1 зростає, але у 

різному ступеню в залежності від виду кріопротектору (рис. 3.1.1.3). 

Таким чином, кріозахисні розчини на основі ДМСО і ПЕО-1500 мають 

схильність до кристалізації евтектичних складів, на відміну від гліцерину і 

1,2-ПД, для яких розвиток цього процесу не є характерним. Температура 

склування розчинів ДМСО достовірно нижча за температуру склування 

розчинів ПЕО-1500, 1,2-ПД і гліцерина. У кріозахисних розчинах ПЕО-1500 

температура склування достовірно вища за інші досліджені кріопротектори. 

Температура склування повинна бути обов’язково врахована при розробці 

протоколів кріоконсервування біооб’єктів, як температура повного 

тверднення, нижче за якої і потрібно зберігати біологічні зразки. 

 

3.1.2 Низькотемпературні фазові переходи і склування у 

комбінованих кріозахисних середовищах 

 

Хоча велика кількість досліджень у даний час присвячена 

кріоконсервуванню біологічних обєктів із застосуванням складних 

кріозахисних середовищ [17, 18, 148, 149], фізичні процеси, що протікають 

при температурах нижче 0 °С у комбінованих розчинах кріопротекторів, 

мало вивчені. Однак інтерес дослідників до цього питання у останні роки 

значно зріс [13, 96, 150]. Виявлено, що всі кріозахисні добавки, також як і 

вміст води у розчині, впливають на температуру склування, кристалізації і 

плавлення. 

У роботі було досліджено фазові переходи і склування у 

багатокомпонентних розчинах кріопротекторів з кріозахисними речовинами 

різного типу дії (екзо- та ендоцелюлярних) для виявлення закономірностей їх 

впливу на розвиток тих чи інших фазових станів та температури остаточного 
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тверднення усього зразка (склування). Було проаналізовано закономірності 

розвитку фазових переходів, їх температури і інтенсивності у складних 

кріозахисних розчинах, які містять ПЕО-1500, ДМСО, 1,2-ПД і сахарозу у 

різних концентраціях. На рис. 3.1.2.1, у якості прикладу, наведено дві 

термограми кріозахисних середовищ, які містять ПЕО-1500 і ДМСО. Видно, 

що при концентрації цих сполук до 10% кристалізація евтектичних складів не 

розвивається, хоча у окремому 10% розчині ПЕО-1500 вона реєструється 

(табл. 3.1.1.1). Евтектична кристалізація ДМСО і ПЕО-1500 розвивається у 

різних температурних діапазонах (рис. 3.1.1.1). Зміни межмолекулярних 

взаємодій у їх суміші з водою призводять до затруднення розвитку 

кристалізації евтектичних складів при таких концентраціях ДМСО і  

ПЕО-1500. Підвищення концентрації ПЕО-1500 у суміші призводить до 

розвитку кристалізації і плавлення евтектичних складів у температурному 

діапазоні, який є характерним саме для ПЕО-1500 (рис. 3.1.2.1, б). 

На основі отриманих ДСК термограм комбінованих середовищ було 

визначено температури фазових переходів і склування, які приведені у 

таблиці 3.1.2.1. Можна бачити, що при переважанні ПЕО-1500 у розчинах 

ПЕО-1500 з ДМСО кристалізація і плавлення евтектичних складів 

розвиваються, а при протилежному співвідношенню - ні. Можна казати про 

те, що високомолекулярний кріопротектор ПЕО-1500 відіграє вирішальну 

роль у розвитку цього процесу у комбінованих розчинах, перешкоджаючи 

розвитку кристалізації евтектики вода - ДМСО. Так у 15% розчину ДМСО ми 

спостерігали кристалізацію і плавлення евтектичних складів (табл. 3.1.1.1), а 

у розчині, який містить 15% ДМСО і 5% ПЕО-1500 розвитку цих процесів ми 

не реєструємо (табл. 3.1.2.1). 

При дослідженні ПЕО різних молекулярних мас автором роботи [131] 

було виявлено, що водні системи з ПЕО великих молекулярних мас  

(більше 600) можуть бути виділені в окрему групу, яка відрізняється більш 

легкою кристалізацією евтектики, ніж малих молекулярних мас  

(від діетиленгліколю до ПЕО-600). Кристалізація евтектики може бути 
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пояснена переходом молекул ПЕО від лінійної до більш компактною 

спіральної або клубкообразной конфігурації, при якій усереднюється 

анізотропія міжмолекулярних взаємодій. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.1.2.1 ДСК-термограми комбінованих розчинів кріопротекторів: а – 

10% ПЕО-1500+10% ДМСО; б – 20% ПЕО-1500 + 10% ДМСО; в – 7,5% 

ПЕО-1500 + 7,5% ДМСО + 2,5% 1,2-ПД + 2,5% сахароза; г – 10% ПЕО-1500 

+ 5% ДМСО + 2,5% 1,2-ПД + 2,5% сахароза. 
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У багатокомпонентних середовищах з ПЕО-1500, ДМСО, 1,2-ПД і 

сахарозою в жодній дослідженій комбінації кристалізації чи плавлення 

евтектичних складів вода - ДМСО або вода-ПЕО-1500 зареєстровано не було. 

Цей факт може бути пов'язаний з присутністю в середовищі сахарози. 

 

Таблиця 3.1.2.1 

Температури фазових переходів і склування в комбінованих 

кріозахисних середовищах 

Середовище Тg, ºС Тc, ºС Tсe, ºС Tme, ºС Tm, ºС 

2,5% ПЕО-1500+7,5% 

ДМСО 

-101,1 -64,5   -0,5 

5% ПЕО-1500 +5% 

ДМСО 

-97,5 -84,2   -3,9 

5% ПЕО-1500+15% 

ДМСО 

-115.5 -92   -14.5 

10% ПЕО-1500+5% 

ДМСО 

-92,2  -51,5 -28,7 -6,1 

10% ПЕО-1500+10% 

ДМСО 

-104.5 -87,2   -10,2 

20% ПЕО-1500+10% 

ДМСО 

-91,5  -60 -26 -16 

5% ПЕО-1500 + 5% 

ДМСО + 5% 1,2 ПД + 

5% сахароза 

-94,8 -74,9   -12,5 

7,5% ПЕО-1500 + 5% 

ДМСО + 2,5% 1,2 ПД 

+ 2,5% сахароза 

-95,2 -77,2   -7,3 

7,5% ПЕО-1500 + 7,5% 

ДМСО + 2,5% 1,2 - ПД 

+ 2,5% сахароза 

-99 -79,2   -10 

10% ПЕО-1500 + 5% 

ДМСО + 2,5% 1,2 ПД 

+ 2,5% сахароза 

-92,8 -77,5   -9,8 

 

Примітки: Тg – температура склування, Тc – температура кристалізації при нагріві, 

Tсe – температура кристалізації евтектичних складів, Tme – температура плавлення 

евтектичних складів, Tm – температура плавлення. 
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Автор роботи [151] спостерігав зникнення ендо- та екзотермічних 

ефектів, пов'язаних з кристалізацією і плавленням евтектики, в системі вода-

етиленгліколь при додаванні 3% сахарози. Один з можливих механізмів, що 

призводять до таких змін, на думку автора, - зв'язування молекул 

етиленгліколю з сахарозою і руйнування гідратів вода - етиленгліколь. 

Аналогічне явище, мабуть, спостерігається і в випадку ПЕО-1500 та ДМСО. 

Можна відмітити, що у всіх досліджених кріозахисних середовищах 

після швидкого охолодження реєструється кристалізація на етапі нагріву 

(табл. 3.1.2.1). Тобто при охолодженні утворюється нерівноважна аморфна 

фаза і швидкість нагрівання має вирішальне значення для того, щоб після 

розсклування у переохолодженої рідині не розпочалася кристалізація  

[41, 152]. Це надважливо для кріобіології, оскільки кристалізація при нагріві і 

рекристалізація можуть діяти більш згубно, ніж кристалізація на етапі 

охолодження [95]. Для калориметричних досліджень звичайно 

використовують низькі швидкості нагріву для якісної реєстрації фазових 

переходів. У даній роботі швидкість нагріву складала 0,5 град/хв, а у 

реальних протоколах кріоконсервування біологічні зразки звичайно 

відігрівають набагато швидше. При цьому чим вища швидкість відігрівання, 

тим більша імовірність запобігти розвитку кристалізації на етапі нагріву та 

рекристалізації (яка не реєструється методом ДСК). Процеси рекристалізації 

залежать як від типу кріопротектору і його концентрації, так і від режимів 

охолодження та нагріву. 

З отриманих даних видно також, що у всіх досліджених зразках 

спостерігаються відмінності в температурі склування (табл. 3.1.2.1), пов'язані 

з різним співвідношенням кріопротекторів в комбінованих середовищах. 

Можна відзначити деяку закономірність у її зміні: вона знижується при 

збільшенні концентрації ДМСО і підвищується при збільшенні концентрації 

ПЕО-1500, що може бути пов'язано з більш низькою температурою 

склування водних розчинів ДМСО (рис. 3.1.1.2). Тобто додавання в 

середовище кріоконсервування високомолекулярного кріопротектора  
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ПЕО-1500 дозволяє підвищити температуру повного затвердіння всієї рідкої 

фази. Підвищення температури склування дає можливість більш широкого 

вибору температури зберігання і відповідного низькотемпературного 

обладнання, при цьому допустимі коливання температури зберігання 

біологічного зразка нижче температури склування. Це робить комбіновані 

середовища з більш високою температурою склування перспективнішими 

для застосування в клінічній практиці. 

У роботі було проаналізовано інтенсивності стрибка теплопоглинання 

1 у комбінованих середовищах, який характеризує кількість склоподібної 

фази, утвореної при охолодженні кріозахисного розчину (рис. 3.1.2.2). 

Інтенсивність склування (стрибок теплопоглинання 1) різна для всіх зразків, 

вона залежить від сумарної концентрації кріопротекторів у середовищі, від їх 

співвідношення та виду кріопротекторів. Можна відмітити, що визначний 

вплив на кількість склоподібної фази, що утворилася при охолодженні 

кріозахисних розчинів, має сумарна концентрація кріопротекторів у 

середовищі. Підвищення концентрації ПЕО-1500, ДМСО або 1,2-ПД 

призводять до збільшення кількості склоподібної фази, що формується при 

охолодженні кріозахисних розчинів. Це пояснюється високою 

склоутворюючою здатністю цих кріопротекторів. Так, автор роботи [131] 

говорить про утворення розгалуженої сітки водневих зв'язків у системах  

вода - ПЕО, тоді як у водних розчинах цукрів такої властивості не виявлено. 

Тому водні розчини ПЕО, на відміну від водних розчинів сахарів, більш 

схильні до утворення склоподібних форм та інших метастабільних станів. 
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Рис. 3.1.2.2 Стрибок теплопоглинання при склуванні у комбінованих 

середовищах кріоконсервування: 1 – 2,5% ПЕО-1500+7,5% ДМСО; 2 – 5% 

ПЕО-1500 +5% ДМСО; 3 – 5% ПЕО-1500+15% ДМСО; 4 – 10% ПЕО-

1500+5% ДМСО; 5 – 10% ПЕО-1500+10% ДМСО; 6 – 20% ПЕО-1500+10% 

ДМСО; 7 – 5% ПЕО-1500 + 5% ДМСО + 5% 1,2-ПД + 5% сахароза; 8 – 7,5% 

ПЕО-1500 + 5% ДМСО + 2,5%-1,2 ПД + 2,5% сахароза; 9 – 7,5% ПЕО-1500 + 

7,5% ДМСО + 2,5% 1,2-ПД + 2,5% сахароза; 10 – 10% ПЕО-1500 + 5% ДМСО 

+ 2,5% 1,2-ПД + 2,5% сахароза. 

 

Таким чином, багатокомпонентні кріозахисні середовища володіють 

високою склоутворюючою здатністю, яка залежить від сумарної концентрації 

і типу кріопротекторів. Змінюючи співвідношення різних кріозахисних 

речовин у розчині можна регулювати температуру склування, адаптуючи 

середовище для конкретних умов зберігання біологічних об’єктів. Високі 

швидкості охолодження, які дозволяють отримати максимальну кількість 
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засклованої рідини на етапі охолодження кріозахисних розчинів, призводять 

до формування метастабільного склоподібного стану (при концентраціях 

кріопротекторів, які використовуються у кріобіології, тобто не є занадто 

токсичними для живих клітин). На етапі нагріву після розсклування 

засклованого при охолодженні кріозахисного розчину може розвиватись 

кристалізація. Для збереженості клітин при кріоконсервуванні у таких 

розчинах вирішальну роль грає швидкість нагрівання. 

 

3.2 Фазові переходи і склування у суспензіях еритроцитів ссавців 

при температурах нижче 0°C 

 

Розвиток фазових переходів в біологічних об'єктах у присутності 

кріозахисних речовин може відрізнятися від фазових переходів у водних 

розчинах з відповідною концентрацією кріопротекторів [146, 147, 153, 154]. 

Тому у даній частині роботи було досліджено фазові переходи в суспензіях 

еритроцитів ссавців з комбінованими і однокомпонентними кріозахисними 

середовищами. На першому етапі було проаналізовано чи є відмінності між 

фазовими переходами у суспензіях еритроцитів коня, бика, кролика та 

людини. Статистично значимої різниці виявлено не було. Основний вплив на 

температури і інтенсивності фазових переходів вносить кріозахисна 

речовина, а внесок еритроцитів у розвиток цих процесів не залежав від виду 

ссавців. Далі наведено дані, щодо фазових переходів і склування у суспензіях 

еритроцитів коня. 

Характерні термограми ДСК зразків крові коня, отримані на етапі 

нагріву після охолодження суспензії клітин до температури рідкого азоту, 

представлені на рис. 3.2.1. На підставі отриманих ДСК - термограм визначені 

температури фазових переходів і склування в усіх досліджених зразках (табл. 

3.2.1, 3.2.2). Як видно з наведених даних, у всіх зразках еритроцитів, окрім 

еритромаси без кріозахисних речовин, зареєстровано стрибок 

теплопоглинання 1, який відповідає процесу переходу з твердоаморфного 
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стану у стан переохолодженої рідини, але температура розсклування (Tg) 

відрізняється в залежності від використаних кріопротекторів. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.2.1 ДСК - термограми еритроцитів коня у контролі (а), та після 

змішування з комбінованими кріозахисними середовищами у співвідношенні 

(1:1): 5% ПЕО-1500 + 15% ДМСО (б), 20% ПЕО-1500 + 10% ДМСО (в), 10% 

ПЕО-1500 +10% ДМСО+10% 1.2-ПД+10% сахароза (г), 15% ПЕО-1500 +10% 

ДМСО+5% 1.2-ПД+5% сахароза (д). 
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Як і для кріозахисних розчинів (без клітин, див. табл. 3.1.2.1), 

найнижча температура склування зареєстрована при застосуванні ДМСО, а 

найвища при використанні високомолекулярного кріопротектора ПЕО-1500. 

Тривале зберігання клітинних суспензій необхідно проводити при 

температурних нижче температури склування, оскільки наявність 

молекулярної рухливості в зразках до моменту повного затвердіння дозволяє 

протікати біохімічним реакціям і час можливого зберігання еритроцитів без 

втрати їх біологічної активності буде значно нижчим. 

 

Таблиця 3.2.1 

Температури фазових переходів и склування в суспензіях еритроцитів 

коня з однокомпонентними кріозахисними середовищами (1:1) 

Примітки: Тg – температура склування, Тc – температура кристалізації при нагріві, 

Tсe – температура кристалізації евтектичних складів, Tme – температура плавлення 

евтектичних складів, Tm – температура плавлення. 

 

Зразок Тg, ºС Тc, ºС Тce, ºС Tme, ºС Tm, ºС 

Контроль     -0,5 

20% ПЕО-1500 -71,9  -54,3 -17,5 -2 

30% ПЕО-1500 -72  -57 -18 -9 

20% ДМСО -118,3    -6,2 

25% ДМСО -125,2  -83,6 -61,5 -9,4 

25% 1,2 ПД -104 -74   -11 

35% 1,2 ПД  -105 -76,8   -14,5 

30% гліцерина -101 -75,5   -10 
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При підвищенні концентрації ДМСО, а також у всіх зразках 

еритроцитів з однокомпонентними розчинами з ПЕО-1500 реєструються 

екзо- та ендотермічні піки 3 і 4 (рис. 3.2.1), які свідчуть про кристалізацію 

(Tсe) та плавлення евтектичних складів (Tme) в суспензіях еритроцитів. 

Кристалізація і плавлення евтектичних складів вода - ДМСО та  

вода - ПЕО-1500 з'являються у суспензіях еритроцитів при більш високих 

концентраціях цих кріопротекторів, ніж у відповідних розчинах без клітин та 

мають меншу інтенсивність.  

 

Таблиця 3.2.2 

Температури фазових переходів и склування в суспензіях еритроцитів 

коня комбінованими кріозахисними середовищами (1:1) 

Зразок Тg, ºС Тc, ºС Тce, ºС Tme, ºС Tm, ºС 

5% ПЕО-1500+15% ДМСО  -114.5 -58,3   -5 

10% ПЕО-1500+10% ДМСО) -104 -61,5   -4.5 

20% ПЕО-1500 +10%ДМСО -88 -77,9 -49,5 -26 -8,5 

10%ПЕО-1500 +10%ДМСО+10% 

1,2-ПД+10% сахароза 

-95,1 -74,9   -12 

15% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 

5% 1,2 ПД + 5% сахароза 

-92 -75   -9 

15% ПЕО-1500 + 15% ДМСО + 

5% 1,2 ПД + 5% сахароза 

-97 -75,9   -13 

20% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 

5% 1,2 ПД + 5% сахароза 

-91,5 -75,3   -13,2 

Примітки: Тg – температура склування, Тc – температура кристалізації при нагріві, 

Tсe – температура кристалізації евтектичних складів, Tme – температура плавлення 

евтектичних складів, Tm – температура плавлення. 
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Подібні закономірності виявлено автором роботи [151] при 

дослідженні фазових переходів у суспензіях еритроцитів людини з 

розчинами етиленгліколю. При значних добавках етиленгліколю до суспензії 

еритроцитів (при кінцевих концентраціях понад 25%) характерні 

ендотермічні ефекти проявлялись при температурах, близьких до тих же, що 

і в бінарній системі вода - ЕГ, хоча мали значно меншу інтенсивність. Автор 

пояснює цей ефект тим, що "адсорбційна ємність" еритроцитів по 

відношенню до етиленгліколю обмежена і при концентрації його вище 

деякого значення, в системі з'являються молекули етиленгліколю, не 

пов'язані з еритроцитами. 

У всіх досліджених зразках суспензій еритроцитів зареєстровано пік 

теплопоглинання 5, який відповідає плавленню льоду у зразках (Tm). Це 

свідчить про кристалізацію основної маси розчинника при охолодженні 

суспензії еритроцитів (табл. 3.2.1, 3.2.2). 

Високі швидкості охолодження, які було використано у роботі, 

призводять до того, що кристалізація розчинника не встигає завершитися на 

етапі охолодження і при нагріві спостерігається завершення кристалізації 

льоду (розмитий екзотермічний пік 2, Tс). Завершення процесу кристалізації 

льоду у щільному осаді еритроцитів з кріоконсервуючими середовищами 

протікає при більш високих температурах, в порівнянні з температурами 

переходу в самих кріозахисних середовищах відповідних концентрацій (табл. 

3.2.1, 3.2.2, рис. 3.1.1.1, табл. 3.1.2.1). Цей факт, ймовірно, пов'язаний з 

кінетичними ускладненнями при зростанні кристалів льоду, зумовленими 

великою кількістю білків у внурішньоклітинній рідині, що сприяє утворенню 

колоїдної системи з колективними міжмолекулярними взаємодіями [155]. 

Беручи до уваги, що внутрішньоклітинна рідина є в основній масі набором 

білків, розчинених у воді, можна вважати, що розчинені білки сприяють 

утворенню колоїдної системи з колективними міжмолекулярними 

взаємодіями. В результаті виникають кінетичні ускладнення при зростанні 

кристалів льоду [156]. 
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Температура плавлення суспензії еритроцитів у присутності 

кріозахисних речовин трохи нижче температури плавлення 

кріоконсервуючих середовищ, які містять відповідні концентрації 

кріозахисних речовин (табл. 3.2.1, 3.2.2, рис. 3.1.1.1, табл. 3.1.2.1). 

У роботі було проведено порівняльний аналіз стрибка 

теплопоглинання, який є пропорційним кількості склоподібної фази, що 

утворено при охолодженні суспензій еритроцитів у присутності  

однокомпонентних і комбінованих кріозахисних середовищ (рис. 3.2.2, 3.2.3). 

Інтенсивність стрибка теплопоглинання трохи вища в суспензіях еритроцитів 

у присутності кріозахисних середовищ у порівнянні зі склуванням в 

середовищах без клітин. Можливо, компоненти клітин пов'язують воду і 

сприяють утворенню більшої кількості склоподібної фази. 

 

Рис. 3.2.2 Стрибок теплопоглинання при склуванні в суспензіях 

еритроцитів коня з однокомпонентними кріозахисними середовищами (1:1): 

1 – 20% ПЕО-1500; 2 – 30% ПЕО-1500; 3 – 20% ДМСО; 4 – 25% ДМСО; 5 – 

25% 1,2-ПД; 6 – 35% 1,2-ПД; 7 – 30% гліцерина. 
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Рис. 3.2.3 Стрибок теплопоглинання при склуванні в суспензіях 

еритроцитів коня з комбінованими кріозахисними середовищами (1:1): 1 – 

5% ПЕО-1500+15% ДМСО; 2 – 10% ПЕО-1500+10% ДМСО; 3 – 20% ПЕО-

1500 +10% ДМСО; 4 – 10% ПЕО-1500 +10% ДМСО+10% 1,2-ПД+10% 

сахароза; 5 – 15% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 5% 1,2-ПД + 5% сахароза; 6 – 

15% ПЕО-1500 + 15% ДМСО + 5% 1,2-ПД + 5% сахароза; 7 – 20% ПЕО-1500 

+ 10% ДМСО + 5% 1,2 ПД + 5% сахароза. 

 

Відомо, що при збільшенні кількості склоподібної фази в зразку 

зменшується дія факторів кріоконсервування, пов'язаних з ростом кристалів 

льоду, гіперконцентрації солей, механічною напругою тощо [20, 44]. Тому 

потрібно вибирати середовища кріоконсервування з високою 

склоутворюючою здібністю. Але при підвищенні концентрації 

кріопротекторів можливо підвищення їх токсичної дії на біологічні об'єкти, 

тому успіх кріоконсервування безпосередньо залежить від дотримання 

балансу (збільшення концентрації кріопротектору для запобігання 

кристалізації і утворення максимальної кількості склоподібної фази) / 

(зменшення концентрації кріопротектору для запобігання його токсичної дії 
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на клітини), який підбирається для кожного типу клітин індивідуально. Саме 

тому, застосування комбінованих кріозахисних середовищ, які містять 

кріопротектори різного типу дії, є дуже перспективним, оскільки такі 

кріозахисні розчини є більш універсальними. У багатокомпонентних 

середовищах зменшується токсична дія окремих компонентів за рахунок 

відносно невисокій їх концентрації, а сумарна концентрація кріопротекторів 

дозволяє в деяких випадках досягти досить високої склоутворюючої дії і 

збереженості клітин. 

Таким чином, в роботі визначені температури фазових переходів і 

склування в суспензіях еритроцитів коня з широко вживаними в кріобіології 

кріопротекторами: гліцерином, 1,2-ПД, ДМСО і ПЕО-1500, а також з 

комбінованими кріозахисними середовищами. Показано, що в присутності 

ПЕО-1500 температура склування на 30 ÷ 50 ºС вище, ніж при використанні 

інших досліджених кріопротекторів. Найнижча температура склування 

зареєстрована при охолодженні суспензій еритроцитів у присутності ДМСО. 

Сахароза перешкоджає розвитку кристалізації евтектичних складів, 

характерних для ПЕО-1500 і ДМСО. Рекомендована температура зберігання 

еритроцитів коня, бика і кролика в середовищах, які містять ПЕО-1500, 

ДМСО, 1,2-ПД і сахарозу нижче -95 °С, що достовірно вище температури 

рекомендованої температури зберігання при використанні 

однокомпонентного розчину ДМСО (нижче -125 °С). Тому комбіновані 

кріозахисні середовища є більш придатними для практичного використання. 

Застосування комбінованіх кріозахисних середовищ дозволяє запобігти 

розвитку кристалізації евтектичних складів, характерних при застосуванні в 

кріозахисному складі тільки ПЕО-1500 або ДМСО, що дозволяє виключити 

один з можливих факторів кріопошкодження. Суспензії еритроцитів в 

кріоконсервуючому середовищі більш схильні до утворення аморфних фаз 

при охолодженні, ніж середовища, які не містять клітин. 

За матеріалами розділу 3 опубліковано роботи [23 − 25]. 
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РОЗДІЛ 4 

ЗБЕРЕЖЕНІСТЬ ЕРИТРОЦИТІВ НА РІЗНИХ ЕТАПАХ 

КРІОКОНСЕРВУВАННЯ У ПРИСУТНОСТІ КОМБІНОВАНИХ 

КРІОЗАХИСНИХ СЕРЕДОВИЩ 

 

4.1 Оцінка флуоресцентними методами ефективності комбінування 

проникального і непроникального кріопротекторів при 

кріоконсервуванні еритроцитів бика, коня і кролика 

 

На даний час у кріобіології широко застосовуються флуоресцентні 

методи аналізу клітин, проточна цитофлуориметрія та люмінесцентна 

мікроскопія із використанням флуоресцентних барвників, які реагують на 

зміну мікрооточення, мають високі сольватохромні показники і значне 

зростання квантового виходу під час зв’язування з біологічними об’єктами 

[135 − 138]. Так, флуоресцентний барвник 3-DAB – нейтральна речовина, яка 

практично не розчиняється у воді і чутлива до полярності оточення 

(сольватохромний ефект), має достатню гідрофобність для проникнення в 

біологічні об’єкти і нековалентного зв’язування з їх біомакромолекулами 

[137]. Важливо, що 3-DAB має високу фотохімічну стійкість і незначний 

квантовий вихід флуоресценції у водних середовищах, який у гідрофобній 

фазі різко збільшується, у концентраціях 10–4–10–3 М не виявляє токсичної дії 

на клітини [138]. У роботі було порівняно ефективність однокомпонентного і 

комбінованого кріозахисного середовища при кріоконсервуванні еритроцитів 

коня, бика і кролика із застосуванням флуоресцентних методів аналізу. 

Виявлено, що використаний у роботі барвник 3-DAB добре забарвлює 

мембрани еритроцитів досліджених ссавців (рис. 4.1.1) і його можна 

використовувати для оцінки стану еритроцитів. Місце локалізації цього зонда 

в мембранах і внутрішньоклітинних структурах варіює залежно від 

мікрооточення молекул барвника. 
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Рис. 4.1.1 Флуоресцентні зображення еритроцитів коня (а), бика (б) і 

кролика (в) 

 

Автори робіт [137, 138], які використовували 3- DAB у якості зонда, 

висловили припущення, що молекули цього барвника, завдяки гідрофобним 

властивостям, повинні концентруватися на початку неполярної ділянки 

фосфоліпідів мембран клітин. Тому імовірним шляхом зв’язування з 

мембранними і внутрішньоклітинними структурами є нековалентний 

гідрофобний, місце локалізації – неполярні ділянки («кишені») біля 

макромолекул. Барвник 3-DAB частково проникає у внутрішньоклітинне 

середовище еритроцитів, дріжджів, сперматозоїдів людини, собак, крупної 

рогатої худоби тощо, але завдяки високому вмісту води, флуоресценція від 

молекул зонда з цієї області нехтовно мала. 
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Рис. 4.1.2 Флуоресцентні зображення еритроцитів коня: а - після 

інкубування у розчині ДМСО; б - після заморожування-відігріву у розчині 

ДМСО; в - після заморожування-відігріву у розчині ДМСО і відмивання; г - 

після інкубування у розчині ДМСО і ПЕО-1500; д - після заморожування-

відігріву у розчині ДМСО і ПЕО-1500; е - після заморожування-відігріву у 

розчині ДМСО і ПЕО-1500 і відмивання. 
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Рис. 4.1.3 Флуоресцентні зображення еритроцитів бика: а - після 

інкубування у розчині ДМСО; б - після заморожування-відігріву у розчині 

ДМСО; в - після заморожування-відігріву у розчині ДМСО і відмивання; г - 

після інкубування у розчині ДМСО і ПЕО-1500; д - після заморожування-

відігріву у розчині ДМСО і ПЕО-1500; е - після заморожування-відігріву у 

розчині ДМСО і ПЕО-1500 і відмивання. 

 

Після інкубації еритроцитів у розчині ДМСО спостерігається 
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посилення флуоресценції частини клітин і зменшення діаметру (рис. 4.1.2, а; 

4.1.3, а). Такі зміни можуть бути пов’язані зі змінами форми клітин, 

близькими до сферичних, та збільшенню проникності мембран частини 

клітин для барвника у присутності ДМСО. 

При збільшенні проникності мембран еритроцитів кількість 

гідрофобних місць зв’язування збільшується і, оскільки барвник 3-DAB 

взаємодіє з біологічними структурами саме за гідрофобним механізмом, 

спостерігається суттєве зростання флуоресценції еритроцитів. Таке 

збільшення флуоресценція клітин при частковому пошкодженні мембран 

спостерігали автори роботи [138], при цьому повне пошкодження клітин 

приводило до гасіння флуоресценції водою. 

Заморожування-відігрів еритроцитів коня і бика у однокомпонентному 

середовищі призводить до появи еритроцитів з досить однорідним яскравим 

забарвленням (рис. 4.1.2, б; 4.1.3, б). Імовірно, збільшення проникності 

мембран внаслідок їх пошкодження призводить до більш яскравого 

забарвлення клітин. Після всіх етапів кріоконсервування у розчині ДМСО 

(заморожування - відігрів - відмивання) серед еритроцитів коня не 

спостерігається клітин з яскравим забарвленням (рис. 4.1.2, в; 4.1.3, в). 

Імовірно, пошкоджені при заморожуванні клітини видаляються із суспензії 

при відмиванні від кріопротектора. 

Додавання до суспензії еритроцитів коня і бика кріозахисного 

середовища, що містить кріопротектори різного типу дії (ДМСО і ПЕО-1500) 

не призводить до істотного посилення флуоресценції еритроцитарних 

мембран (рис. 4.1.2, г; 4.1.3, г), як це спостерігалося у розчині ДМСО. Це 

говорить про меншу мембранотропну дію комбінованого середовища, 

порівняно з середовищем, яке містить лише ДМСО. Після всіх етапів 

кріоконсервування у комбінованому середовищі (рис. 4.1.2, е; 4.1.3, е) стан 

еритроцитів суттєво не відрізняється від контрольної групи за розмірами та 

інтенсивністю флуоресценції мембран. 
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Аналіз еритроцитів коня і бика методом проточної цитофлуориметрії 

виявив істотні відмінності у розподіленні клітин у контролі (рис. 4.1.4, а, 

4.1.5, а), які пов'язані, імовірно, з особливостями еритроцитів різних ссавців. 

Після інкубації еритроцитів коня і бика у розчині ДМСО на цитограммах цих 

клітин відмінності, які спостерігалися у контролі, менш помітні, що говорить 

про схожу дію кріопротектору на еритроцити даних ссавців (рис. 4.1.4, б, 

4.1.5, б). На цитограмах еритроцитів коня і бика видно, що після 

заморожування-відігрівання еритроцитів достовірно збільшується кількість 

клітин в регіоні R1 (рис. 4.1.4, в, 4.1.5, в).  

Відомо, що розподіл клітин на цитограмі змінюється при 

морфологічних змінах еритроцитів [157]. Так, автори роботи [142] при 

аналізі цитограм еритроцитів знайшли кореляцію між зсувом на діаграмі 

праворуч і збільшенням сферичності еритроцитів за даними мікроскопічних 

спостережень. Ці зміни еритроцитів були зворотними до досягнення точки 

гемолізу і при повертанні у ізотонічні умови форма більшості еритроцитів та 

їх цитограма поверталися до контрольних показників. Для еритроцитів коня, 

кріоконсервованих з ДМСО, на відміну від еритроцитів бика, цитограма за 

даними цитофлуориметричних досліджень, проведених в даній роботі, не 

відновлювалась навіть після відмивання від кріопротектору (рис. 4.1.4, г, 

4.1.5, г). Це свідчить про незворотні зміни форми еритроцитів. Для 

ефективного переносу кисню еритроцитами вони повинні витримувати 

істотні деформації при проходженні через тонкі капіляри, діаметр яких у 2-3 

рази менший за діаметр самих клітин [158]. Така висока ступінь 

деформабільності еритроцитів можлива завдяки їх двояковогнутій формі. 

Тому збереження нативної форми еритроцитів після кріоконсервування є 

необхідною умовою для подальшого успішного прогнозу після трансфузії 

суспензії кріоконсервованих клітин. А за відсутності збереження 

морфологічних характеристик еритроцитів після кріоконсервування не 

можна казати и про їх нормальну подальшу функціональну активність після 

трансфузії. 
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Рис. 4.1.4 Цитограми SSC/FL3-H еритроцитів коня: а - контроль, б - 

після інкубування у розчині ДМСО; в - після заморожування-відігрівання у 

розчині ДМСО; г - після заморожування-відігрівання у розчині ДМСО і 

відмивання; д - після інкубування у розчині ДМСО і ПЕО-1500; е - після 

заморожування-відігрівання у розчині ДМСО і ПЕО-1500; є - після 

заморожування-відігрівання у розчині ДМСО і ПЕО-1500 і відмивання. 

 

Після заморожування-відігріву еритроцитів коня і бика у присутності 
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комбінованого кріозахисного середовища зміни розподілу клітин на 

цитограмі менш виражені, ніж у розчині ДМСО (рис. 4.1.4, е, 4.1.5, е). Так 

після заморожування еритроцитів коня в розчині ДМСО спостерігається  

10,5 % клітин в регіоні R1, а в присутності комбінованого розчину тільки  

1,6 %. Розподіл відмитих після кріоконсервування еритроцитів коня і бика в 

комбінованому середовищі близький до контролю, а для еритроцитів коня з 

ДМСО зміщений праворуч. 

Таким чином, встановлено, що однокомпонентне кріозахисне 

середовище на основі ДМСО недостатньо ефективне при кріоконсервуванні 

еритроцитів коня і більшість клітин, які збереглися після заморожування не 

відновлюють свої морфологічні характеристики. Авторами роботи [159] 

також виявлені істотні морфологічні зміни еритроцитів тварин при взаємодії 

з ДМСО. Еритроцити коня, бика і собаки при змішуванні з 20% розчином 

ДМСО (вихідна концентрація кріопротектору у розчині) набували форму 

неповної сфери з різною глибиною центральної ямки. Суспендування у 30% 

розчині ПЕО-1500 навпаки призводило до сплощення еритроцитів, що 

пов’язане з зневодненням і агрегацією клітин. Після розморожування 

еритроцитів, кріоконсервованих з ДМСО, майже всі клітини були 

ехіноцитарної форми, а з ПЕО-1500 – стоматоцитарної. Комбінування 

проникального і непроникального кріопротектору, яке досліджено у даній 

роботі, імовірно, приводе до компенсації цих змін, і менша концентрація 

кожного кріопротектору знижує токсичність розчину у цілому. 

У роботах [14, 160] виявлено, що заморожування еритроцитів тварин у 

присутності ПЕО-1500 дозволяє отримати низький рівень гемолізу. Так, для 

еритроцитів коня одразу після розморожування він був біля 1%. Але 

подальше моделювання трансфузії (без відмивання ПЕО-1500) призводило до 

різкого збільшення гемолізу до 25-38% для еритроцитів різних тварин. 

Висловлено припущення, що висока ефективність ПЕО-1500 при 

заморожуванні еритроцитів [143] може пояснюватися цілим рядом 
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адаптивних перебудов в клітинах, які дозволяють їм вижити в процесі 

кріоконсервування.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4.1.5 Цитограми SSC/FL3-H еритроцитів бика: а - контроль, б - 

після інкубування у розчині ДМСО; в - після заморожування-відігрівання у 

розчині ДМСО; г - після заморожування-відігрівання у розчині ДМСО і 

відмивання; д - після інкубування у розчині ДМСО і ПЕО-1500; е - після 

заморожування-відігрівання у розчині ДМСО і ПЕО-1500; є - після 

заморожування-відігрівання у розчині ДМСО і ПЕО-1500 і відмивання. 
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Асиметричне трансмембранне розподілення фосфоліпідів є основою 

для нормального функціонування мембрани і клітини в цілому. Перебудови у 

ліпідній організації мембрани, які здійснюються під впливом кріопротектору, 

а також опосередковані зміни білок-білкових і білок-ліпідних взаємодій у 

процесі кріоконсервування можуть призводити до порушення асиметричного 

розподілення фосфоліпідів у мембрані. В еритроцитах коня виявлено дефіцит 

білка полоси 4.2, який грає важливу роль у стабілізації клітин [161]. Тому 

краща збереженість при кріоконсервуванні еритроцитів у середовищі, яке 

містить ПЕО-1500 може забезпечуватися завдяки модифікації мембрано-

цитоскелетного комплексу під впливом даного кріопротектору. При цьому 

присутність у середовищі кріоконсервування для еритроцитів коня 

проникального кріопротектору ДМСО дозволяє зменшити зневоднення 

клітин на етапі інкубації і, відповідно знизити їх пошкодження на етапі 

регідратації при переведенні в ізотонічні умови. 

Для відмитих після кріоконсервування під захистом ДМСО 

еритроцитів бика не спостерігалося подібного для еритроцитів коня 

зміщення на цитограмі праворуч і збільшення кількості клітин у регіоні R1 

(рис. 4.1.5, г). Це говорить про те, що після відмивання від ДМСО 

відновлювались параметри клітин, які пережили заморожування. Авторами 

роботи [14] отримано дані про більший рівень гемолізу еритроцитів коня при 

кріоконсервуванні з 10% ДМСО, ніж еритроцитів бика і собаки. При 

кріоконсервуванні з ПЕО-1500 гемоліз у еритроцитах коня був навпаки 

менший. Це говорить про чутливість еритроцитів коня саме до специфічної 

токсичної дії ДМСО. 

У роботі B.P. Best показано, що ДМСО у подібних концентраціях 

чинить токсичну дію [162]. Причому окрім осмотичних ефектів наявна пряма 

блокувальна дія молекул ДМСО на білки мембранних каналів. При цьому 

гідрофільність ДМСО та його здатність дестабілізувати конформацію білка 

збільшується зі зростанням температури. Крім цього, для ДМСО є 
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характерним специфічний вид токсичності - клітинна мембранна токсичність 

[162]. 

Ліпідний бішар плазматичної мембрани еритроцитів ссавців 

складається з гідрофільних груп полярних голів на зовнішніх і внутрішніх 

поверхнях з ланцюгами гідрофобних жирних кислот в середину мембрани. 

Здатність молекул проникати через клітинні мембрани зростає при 

збільшенні їх гідрофобності, але зменшується зі збільшенням молекулярного 

розміру або гідрофільності. 

Тривалість життя водневого зв'язку в системі ДМСО-вода у кілька разів 

більша життя вода-вода водневого зв'язку. Сульфініл (SO) кисень ДМСО 

водневі зв'язки з водою більш сильні (близько 30 кДж/моль), ніж молекул 

води водневі зв'язки один до одного (близько 20 кДж/моль). Зв'язок ДМСО з 

водою зменшується зі зростанням температури [163]. 

При цьому комбінація кріопротекторів різного типу дії дозволяє 

знизити концентрацію кожного з них у розчині і, відповідно знизити їх 

токсичну дію. При цьому зберігається достатня сумарна концентрація 

кріозахисних сполук для модифікації структури води при заморожуванні 

[164]. 

Ефективність комбінованого кріопротектору було також оцінено при 

кріоконсервуванні еритроцитів кролика. Виявлено, що як після інкубації у 

комбінованому середовищі, так і після всіх етапів кріоконсервування 

флуоресцентні зображення клітин близькі до контрольних (рис. 4.1.6), що 

говорить про високу ефективність комбінованого середовища для 

еритроцитів кролика. Показано, що заморожування у комбінованому 

середовищі не призводить до істотних відмінностей у розподіленні клітин на 

цитограмах (рис. 4.1.7), що підтверджує високу ефективність комбінації 

проникального і непроникального кріопротектору для кріоконсервування 

еритроцитів кролика. 
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Рис. 4.1.6 Флуоресцентні зображення еритроцитів кролика: а - 

контроль; б - після інкубування у розчині ДМСО і ПЕО-1500; в - після 

заморожування-відігріву у розчині ДМСО і ПЕО-1500 і відмивання. 

 

Таким чином, флуоресцентний барвник 3-DAB забарвлює мембрани 

еритроцитів коня, бика і кролика. При дії пошкоджуючих факторів 

кріоконсервування мембрани частини еритроцитів набувають більш пухку 

структуру і кількість гідрофобних місць зв'язування зонда збільшується, що 

призводить до збільшення флуоресценції клітин з пошкодженими 

мембранами. Це робить можливим успішно застосовувати флуоресцентний 

барвник 3-DAB у проточно-цитофлуориметричному аналізі та 

флуоресцентній мікроскопії для оцінки стану еритроцитів тварин на різних 

етапах кріоконсервування. 

а б 

в 
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Рис. 4.1.7 Цитограми SSC/FL3-H еритроцитів бика: а - контроль, б - 

після інкубування у розчині ДМСО і ПЕО-1500; в - після заморожування-

відігрівання у розчині ДМСО і ПЕО-1500; г - після заморожування-

відігрівання у розчині ДМСО і ПЕО-1500 і відмивання. 

 

Виявлено, що при консервуванні еритроцитів коня і бика у 

комбінованому кріозахисному середовищі не тільки знижуються загальні 

втрати клітин у порівнянні з розчином ДМСО, але й також еритроцити, які 

збереглися після всіх етапів кріоконсервування більш близькі до 

контрольних. Це особливо актуально для еритроцитів коня, які більш чутливі 

а б 

в г 
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до пошкоджуючих кріобіологічних факторів. Комбіноване середовище є 

також ефективним при кріоконсервуванні еритроцитів кролика. 

 

4.2 Вплив складу кріоконсервуючого середовища на гемоліз 

еритроцитів ссавців на різних етапах кріоконсервування 

 

Дія факторів кріоконсервування може призводити до розвитку 

трансмембранних дефектів, виникнення великих пір, розривів і, як наслідок, 

гемолізу еритроцитів [14, 145]. Саме рівень гемолізу є показником відсотку 

загиблих на різних етапах кріоконсервування еритроцитів.  

У розділі 4.1 було показано високу ефективність комбінації 

проникального і непроникального кріопротекторів, таких як ДМСО та  

ПЕО-1500. Далі проводився підбір оптимальних концентрацій цих 

кріопротекторів, а також оцінка можливості підвищення ефективності 

кріозахисного середовища шляхом додавання до нього 1,2-ПД і сахарози. 

Ефективність комбінованих кріозахисних середовищ при заморожуванні 

еритроцитів бика, коня і кролика оцінювали за рівнем гемолізу. У таблицях 

4.2.1, 4.2.2 і 4.2.3 наведені дані щодо гемолізу еритроцитів досліджених 

ссавців після інкубації в кріозахисному середовищі, після 

низькотемпературного впливу і подальшої процедури відмивання та 

переведення клітин в ізотонічне середовище. 

Після низькотемпературного впливу рівень гемолізу максимально 

зростає в суспензіях еритроцитів бика, кролика і коня змішаних із 

середовищем (5% ПЕО-1500+15% ДМСО) і мінімально - із середовищами 

(15% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 5% 1,2-ПД + 5% сахарози) та (20% ПЕО-

1500 + 10% ДМСО + 5% 1,2-ПД + 5% сахарози). Так після заморожування в 

середовищі (15% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 5% 1,2-ПД + 5% сахарози) 

гемоліз еритроцитів бика становить всього 5,2%, кролика - 6,4%, а  

коня - 7,2%. 
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Таблиця 4.2.1 

Рівень гемолізу еритроцитів бика в процесі кріоконсервування з 

різними комбінованими середовищами 

Середовище 

Гемоліз, % 

Інкубація 
Заморожування 

- відігрів 

Заморожування 

- відігрів - 

відмивання 

5% ПЕО-1500+15% ДМСО 0,80,2 18,41,3 38,22,5 

10% ПЕО-1500 +10% ДМСО 0,70,2 13,81,2 46,24,1 

20% ПЕО-1500+10% ДМСО 0,50,2 13,21,1 35,52,4 

10% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 

10% 1,2-ПД + 10% сахарози 

0,60,2 10,41,0 38,42,7 

15% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 

5% 1,2-ПД + 5% сахарози 

0,50,2 5,20,4 23,42,0 

15% ПЕО-1500 + 15% ДМСО + 

5% 1,2-ПД + 5% сахарози 

0,80,1 7,20,8 27,52,3 

20% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 

5% 1,2-ПД + 5% сахарози 

0,50,2 5,20,6 41,14,0 

10% ПЭГ-1500 + 10% ДМСО + 

10% 1,2-ПД +5% сахарози 

0,50,1 13,81,1 47,34,1 

20% ПЭГ-1500 + 5% ДМСО +5% 

1,2-ПД +5% сахарози 

0,30,2 6,60,5 30,92,3 

10%ПЭГ-1500 + 10%ДМСО + 

10% 1,2-ПД+ 10% манніт 

0,60,1 10,00,5 38,53,4 

 

З отриманих даних видно, що рівень гемолізу після інкубації 

еритроцитів усіх ссавців у багатокомпонентних середовищах не перевищує 
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1%, що говорить про толерантне ставлення цих клітин до кріопротекторів 

при концентраціях використаних в даній роботі. 

 

Таблица 4.2.2 

Рівень гемолізу еритроцитів кролика в процесі кріоконсервування з 

різними комбінованими середовищами 

 

Середовище 

Гемоліз, % 

Інкубація 
Заморожування 

- відігрів 

Заморожування - 

відігрів - 

відмивання 

5% ПЕО-1500+15% ДМСО 0,80,2 16,41,4 46,93,9 

10% ПЕО-1500 +10% ДМСО 0,70,2 15,81,6 48,54,2 

20% ПЕО-1500+10% ДМСО 0,40,3 15,41,3 36,52,5 

10% ПЕО-1500 + 10% ДМСО 

+ 10% 1,2-ПД + 10% сахарози 

0,50,1 11,41,1 40,43,5 

15% ПЕО-1500 + 10% ДМСО 

+ 5% 1,2-ПД + 5% сахарози 

0,80,2 6,40,5 24,52,1 

15% ПЕО-1500 + 15% ДМСО 

+ 5% 1,2-ПД + 5% сахарози 

0,90,1 7,80,2 28,92,8 

20% ПЕО-1500 + 10% ДМСО 

+ 5% 1,2-ПД + 5% сахарози 

0,60,2 6,70,6 43,84,2 

10% ПЭГ-1500 + 10% ДМСО 

+ 10% 1,2-ПД +5% сахарози 

0,60,1 15,51,3 49,53,4 

20% ПЭГ-1500 + 5% ДМСО 

+5% 1,2-ПД +5% сахарози 

0,40,2 7,30,8 32,72,2 

10%ПЭГ-1500 + 10%ДМСО + 

10% 1,2-ПД+ 10% манніт 

0,70,2 9,20,5 40,73,8 
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Після процедури видалення кріопротекторів і перенесення в ізотонічне 

середовище рівень гемолізу суттєво зростає для всіх досліджених середовищ, 

проте із середовищем (15% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 5% 1,2-ПД + 5% 

сахарози) вдається отримати 74 ÷ 76% збережених еритроцитів досліджених 

ссавців. 

Таблица 4.2.3 

Рівень гемолізу еритроцитів коня в процесі кріоконсервування з 

різними комбінованими середовищами 

Середовище 

Гемоліз, % 

Інкубація 
Заморожування - 

відігрів 

Заморожування 

- відігрів - 

відмивання 

5% ПЕО-1500+15% ДМСО 0,80,2 16,71,5 45,83,7 

10% ПЕО-1500 +10% ДМСО 0,30,1 16,20,9 51,25,1 

20% ПЕО-1500+10% ДМСО 0,70,2 16,51,2 39,52,7 

10% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 

10% 1,2-ПД + 10% сахарози 

0,50,2 12,51,2 44,33,2 

15% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 

5% 1,2-ПД + 5% сахарози 

0,70,2 7,20,6 25,42,0 

15% ПЕО-1500 + 15% ДМСО + 

5% 1,2-ПД + 5% сахарози 

0,90,3 7,60,5 27,82,7 

20% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 

5% 1,2-ПД + 5% сахарози 

0,50,2 6,10,5 42,23,8 

10% ПЭГ-1500 + 10% ДМСО + 

10% 1,2-ПД +5% сахарози 

0,60,2 15,81,4 54,53,5 

20% ПЭГ-1500 + 5% ДМСО 

+5% 1,2-ПД +5% сахарози 

0,30,2 7,70,7 34,92,8 

10%ПЭГ-1500 + 10%ДМСО + 

10% 1,2-ПД+ 10% манніт 

0,60,1 8,10,5 44,83,9 
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З отриманих даних видно, що незначна добавка в середовище сахарози 

дозволяє істотно зменшити гемоліз еритроцитів при заморожуванні. 

Використання ДМСО при концентрації в суспензії вище 5% призводить до 

достовірного підвищення рівня гемолізу ще на етапі інкубації. Підвищення 

концентрації ПЕО-1500 дозволяє істотно знизити рівень гемолізу 

еритроцитів на етапі заморожування - відігріву. Однак спостерігається різке 

зростання рівня гемолізу на етапі видалення кріопротектору. Так, наприклад, 

після заморожування еритроцитів під захистом кріозахисного середовища 

(20% ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 5% 1,2-ПД + 5% сахарози) рівень гемолізу 

становить 5,2% для еритроцитів бика, 6,4% - еритроцитів коня і 7,2% - 

еритроцитів кролика, а при відмиванні криопротектору цей показник зростає 

до 41,1, 42,2 і 43,8%, відповідно. Це може бути пов'язано з «налипанням» 

молекул кріопротектору ПЕО-1500 на пошкоджені частини мембран, а 

відмивання від нього веде до відкриття пори і виходу гемоглобіну. 

Таким чином, застосування багатокомпонентного кріозахисного 

середовища, яке містить проникальні і непроникальні кріопротектори (15% 

ПЕО-1500, 10% ДМСО, 5% 1,2 ПД, 5% сахарози) дозволяє отримати до 75% 

збережених еритроцитів бика, кролика і коня. 

Використання комбінованих кріозахисних середовищ з проникальними 

і непроникальними кріопротекторами у складі більш ефективно при 

кріоконсервуванні багатьох біологічних об’єктів. Метою наступної частини 

роботи було порівняти ефективність розробленого нами комбінованого і 

відомих однокомпонентних кріоконсервуючих середовищ при 

кріоконсервуванні еритроцитів бика, коня, кролика, а також оцінити його 

ефективність при кріоконсервуванні еритроцитів людини. 

Еритроцити людини найчастіше зберігаються під захистом середовища 

ЦНІІГІПК 114, який містить 30% гліцерину та 4% маніту. Є дані про 

застосування методики на основі гліцерину для кріоконсервування 

еритроцитів собаки [165]. Як видно з рис. 4.2.1, застосування середовища на 

основі гліцерина для еритроцитів людини дійсно дає хороші результати на 
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всіх стадіях кріоконсервування. Порівняно з ним, лише розроблене нами 

комбіноване середовище з 15% ПЕО-1500, 10% ДМСО, 5% 1,2 -ПД, 5% 

сахарози дає кращі результати як відразу після заморожування-відігріву, так і 

після всіх етапів кріоконсервування. 

 

 

 

Рис. 4.2.1 Збереженість еритроцитів людини на різних етапах 

кріоконсервування з однокомпонентними та комбінованим середовищами. 

* - статистично значущі відмінності порівняно з кріопротекторним 

розчином 30% гліцерину, 4% маніту (р <0,05), n = 6; # - статистично значущі 

відмінності порівняно з 20% розчином ДМСО (р <0,05), n = 6; ** - 

статистично значущі відмінності порівняно з 30% розчином ПEO-1500  

(p <0,05), n = 6. 

 

Отримані результати свідчать про те, що комбіноване кріозахисне 

середовище може бути більш ефективною альтернативою гліцериновому 

середовищу при кріоконсервування донорських еритроцитів. 
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При кріоконсервуванні еритроцитів коня ефективність середовища з 

гліцерином значно нижча, ніж для еритроцитів людини (рис. 4.2.2). Оскільки 

на стадії інкубації з цим середовищем збереження еритроцитів коня майже 

100%, низька ефективність гліцерину при низькій температурі може не бути 

наслідком його токсичності для цих клітин. Можливо, отримані відмінності 

зумовлені різною проникальністю мембран еритроцитів коня та людини для 

молекул гліцерину. 

Найкращі серед однокомпонентних кріозахисних середовищ 

результати після всіх етапів кріоконсервування еритроцитів коня були 

отримані з розчином ДМСО, що підтверджує дані, отримані авторами роботи 

[32]. Найвища збереженість еритроцитів коня відразу після заморожування-

відігріву була отримана під захистом ПEO-1500. Цей високомолекулярний 

непроникальний кріопротектор викликає дегідратацію клітин на стадії 

інкубації, запобігаючи тим самим внутрішньоклітинної кристалізації; у той 

час як висока концентрація кріопротектора у позаклітинному середовищі 

достатня для зв’язування значної частини вільної води, що призводить до 

пригнічення процесів позаклітинної кристалізації та зменшення 

пошкодження мембрани еритроцитів кристалами льоду [21]. Однак на стадії 

відмивання еритроцитів від ПЕО-1500 майже всі клітини знищуються. 

Можливі безвідмивні методи кріоконсервування еритроцитів під захистом 

ПEO-1500, однак, при моделюванні трансфузії еритроцитів гемоліз різко 

зростатиме через різку зміну осмолярності позаклітинного середовища. 
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Рис. 4.2.2 Збереженість еритроцитів коня на різних етапах 

кріоконсервування з однокомпонентними та комбінованим середовищами. 

* - статистично значущі відмінності порівняно з кріопротекторним 

розчином 30% гліцерину, 4% маніту (р <0,05), n = 6; # - статистично значущі 

відмінності порівняно з 20% розчином ДМСО (р <0,05), n = 6; ** - 

статистично значущі відмінності порівняно з 30% розчином ПEO-1500 (p 

<0,05), n = 6. 

 

Використання комбінованого середовища дозволяє значно підвищити 

збереженість еритроцитів коня після всіх етапів кріоконсервування порівняно 

з іншими середовищами (рис. 4.2.2). 

При кріоконсервуванні еритроцитів бика найнижчий рівень 

збереженості клітин на всіх етапах кріоконсервування виявлено з 

гліцериновим середовищем (рис. 4.2.3). Це може бути пов’язано з низькою 

проникальністю мембран еритроцитів бика для гліцерину та токсичною дією 

даного кріопротектору на клітини. 
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Рис. 4.2.3 Збереженість еритроцитів бика на різних етапах 

кріоконсервування з однокомпонентними та комбінованим середовищами. 

* - статистично значущі відмінності порівняно з кріопротекторним 

розчином 30% гліцерину, 4% маніту (р <0,05), n = 5; # - статистично значущі 

відмінності порівняно з 20% розчином ДМСО (р <0,05), n = 6; ** - 

статистично значущі відмінності порівняно з 30% розчином ПEO-1500 (p 

<0,05), n = 6. 

 

Як і для еритроцитів коня найкращі результати отримано з 

комбінованим середовищем, яке містить кріопротектори екзо- та 

ендоцелюлярної дії. Збереженість еритроцитів одразу після заморожування-

відігрівання складає 96,8%. Процедура відмивання від кріопротектору 

призводить до втрати частини клітин, але збереженість еритроцитів все ж 

досить висока і складає 76,6%. 

Ефективність середовища з гліцерином при кріоконсервуванні  

еритроцитів кролика близька до ефективності середовища з ДМСО  

(рис. 4.2.4). 
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Рис. 4.2.4 Збереженість еритроцитів кролика на різних етапах 

кріоконсервування з однокомпонентними та комбінованим середовищами. 

# - статистично значущі відмінності порівняно з 20% розчином ДМСО 

(р <0,05), n = 6. 

 

З еритроцитами кролика нам не вдалося оцінити дієвість 

кріопротектора ПЕО-1500, оскільки при змішуванні з ним спостерігалось 

згортання еритроцитів. При цьому зменшення концентрації цього 

кріопротектору у комбінованому середовищі не призводить до згортання і 

дозволяє успішно консервувати еритроцити кролика. Таким чином, 

застосування середовищ з сумішшю екзо- та ендоцелюлярних 

кріопротекторів дозволяє знизити концентрацію кожного з них і, відповідно 

можливу токсичну дію [162]. При цьому у суспензії клітин досягається 

достатньо висока сумарна концентрація кріозахисних речовин як у 

внутрішньоклітинному, так і зовнішньоклітинному середовищі, що дає 

високі показники збереженості клітин при кріоконсервуванні. 
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Таким чином, застосування кріозахисних середовищ, що містять 

проникальні і непроникальні кріопротектори, дозволяє знизити концентрацію 

кожного з них і, відповідно, токсичну дію, але при цьому отримати досить 

високу сумарну концентрацію кріозахисних речовин, що дає високі 

показники збереженості еритроцитів при кріоконсервуванні у комбінованому 

захисному середовище і дозволяє отримати максимальну кількість цілих 

еритроцитів досліджених ссавців як відразу після заморожування-відігріву, 

так і після всіх етапів кріоконсервування, включаючи відмивання від 

кріопротекторів. Істотно вища ефективність комбінованих кріозахисних 

середовищ при заморожуванні суспензій еритроцитів може бути також 

пов'язана з їх високою склоутворюючою здатністю, а також з тим, що їх 

застосування дозволяє запобігти такому фактору кріопошкодження, як 

крісталізація евтектичних складів (показано у розділі 3). Отже, використання 

комбінованого кріозахисного середовища, яке містить екзо- та 

ендоцелюлярні кріопротектори, може значно збільшити збереженість 

еритроцитів людини, бика, коня та кролика під час кріоконсервування 

порівняно з однокомпонентними середовищами. 

 

За матеріалами розділу 4 опубліковано роботи [26−31, 34, 36−38, 40]. 
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РОЗДІЛ 5 ВПЛИВ КРІКОНСЕРВУВАННЯ НА ОСМОТИЧНІ 

ВЛАСТИВОСТІ ЕРИТРОЦИТІВ ССАВЦІВ 

 

5.1 Дослідження осмотичної крихкості еритроцитів ссавців на 

різних етапах кріокосервування  

 

У попередньому розділі було показано більш висока ефективність 

комбінованих кріозахисних середовищ, порівняно з однокомпонентними, а 

також підібрано багатокомпонентне середовище (15% ПЕО-1500, 10% 

ДМСО, 5% 1,2 -ПД, 5% сахарози), яке було більш ефективним на всіх етапах 

кріоконсервування еритроцитів. Але структура і функції мембран збережених 

після кріоконсервування клітин можуть бути порушені внаслідок дії факторів 

кріопошкодження. Це може призвести до швидкої загибелі еритроцитів у 

кровоносному руслі реципієнта після трансфузії, що призведе до 

ускладнення стану пацієнта. 

Для оцінки стану мембран еритроцитів досліджених ссавців на різних 

етапах кріоконсевування була досліджена їх осмотична крихкість, за якою 

можна судити про механоеластічні властивості мембран еритроцитів. У 

перший частині цього дослідження вивчали осмотичну крихкість 

еритроцитів, що було кріоконсервовано під захистом 20 % розчину ДМСО 

(вихідна концентрація), оскільки серед однокомпонентних рочнів 

кріопротекторів його ефективність була найвища для еритроцитів собак, коня 

і бика [14], але осмотичні властивості еритроцитів раніше вивчено не було. 

На рис. 5.1.1-5.1.3 наведено дані щодо осмотичної стійкості еритроцитів 

бика, коня та кролика на різних етапах кріоконсервування з ДМСО. 
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Рис. 5.1.1 Криві осмотичної крихкості еритроцитів бика: 

♦ – контроль; ▄ – клітини, інкубовані з ДМСО і відмиті; ▲ – клітини 

кріоконсервовані з ДМСО і вдмиті. 

* – достовірні відмінності по відношенню до контролю, n=6 (р<0,05). 

 

Видно, що після кріоконсервування під захистом ДМСО 

спостерігається також збільшення осмотичної крихкості еритроцитів коня і 

бика, що видно з зсуву кривої лізису еритроцитів в гіпотонічних розчинах в 

бік збільшення концентрації NaCl. Зміни на кривих осмотичноїї крихкості 

еритроцитів кролика на всіх етапах кріоконсервування найменші, порівняно з 

іншими тваринами (рис. 5.1.3). Еритроцити різних видів ссавців 

відрізняються як складом мембран, так і внутрішньоклітинним вмістом. Так, 

у роботі [166] виявлена позитивна кореляція між показниками гіпертонічного 

шока еритроцитів ссавців і гідрофобністю їх гемоглобіна. Показано, що чим 

вище значення гідрофільно-гідрофобного баланса гемоглобіну еритроцитів, 

який відповідає більшої гідрофобності білкової молекули, тим вище рівень 

осмотичного пошкодження клітин у сольових розчинах. Низький рівень 
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гемолізу при цьому показано для еритроцитів кролика, порівняно з 

еритроцитами бика, коня та людини. 

 

 

Рис. 5.1.2 Криві осмотичної крихкості еритроцитів коня: 

♦ – інтактні клітини; ▄ – клітини, інкубовані з ДМСО і відмиті; ▲ – клітини 

кріоконсервовані з ДМСО і вдмиті. 

* – достовірні відмінності по відношенню до інтактних клітин , n=6 

(р<0,05). 

 

На рис. 5.1.4 наведено коефіцієнт осмотичної крихкості, який 

визначено як концентрація NaCl, при якій відбувається 50 %-й гемоліз 

еритроцитів. Видно, що інкубація з ДМСО практично не впливає на 

коефіцієнт осмотичної крихкості еритроцитів досліджуваних тварин, але 

після кріоконсервування в присутності ДМСО індекс осмотической 

крихкості збільшується. Ймовірно, після кріоконсервування еритроцитів з 

10% -м ДМСО мікров'язкість мембран знижується [15], що призводить до 

збільшення проникності мембран і підвищенню індексу осмотической 

крихкості [167]. 
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Рис. 5.1.3 Криві осмотичної крихкості еритроцитів кролика: 

♦ – інтактні клітини; ▄ – клітини, інкубовані з ДМСО і відмиті; ▲ – клітини 

кріоконсервовані з ДМСО і вдмиті. 

* – достовірні відмінності по відношенню до інтактних клітин, n=6 

(р<0,05). 

 

Найменший індекс осмотичної крихкості характерний для еритроцитів 

кролика, що, можливо, пов'язано з їх структурними особливостями  

[168, 169]. Так відомо, що в мембранах еритроцитів кролика міститься 

більше фосфоліпідів, менше гликоліпідів і холестеролу, ніж в мембранах 

еритроцитів бика і коня. Можна відмітити, що індекс осмотичної крихкості 

еритроцитів кролика після всіх етапів кріоконсервування схожий з 

показниками контрольної групи, що, можливо, свідчить про їх більшу 

осмотичну стійкість. 
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Рис. 5.1.4. Індекс осмотичної крихкості еритроцитів: а – бика, б – 

кролика; в – коня: 1 – інтактні клітини; 2 – клітини, інкубовані з ДМСО і 

відмиті; 3 – клітини, кріоконсервовані з ДМСО і вдмиті. 

    – достовірні відмінності по відношенню до інтактних клітин, n=6 (р<0,05). 

 

Знижена осмотична стійкість еритроцитів коня може бути пов'язана з 

рядом особливостей їх будови. Так, Betticher і Geiser виявили негативну 

лінійну кореляцію між розміром еритроцитів ссавців та їх стійкістю до 

гіпертонічного середовища [168, 170].  

Таким чином, еритроцити бика, кролика і коня мають подібну 

осмотичну стійкість до гіпотонії. Інкубування еритроцитів досліджуваних 

ссавців з ДМСО істотно не впливає на їх осмотичну стійкість. Еритроцити 

кролика виявляють більшу стійкість до гіпотонії після кріоконсервування під 

захистом ДМСО в порівнянні з еритроцитами бика і коня. 
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На другому етапі нами було досліджено осмотичні властивості 

еритоцитів бика, коня та кролика на всіх етапах кріоконсервування під 

захистом комбінованого середовища, яке містить 15% ПЕО-1500, 10% 

ДМСО, 5% 1,2 -ПД, 5% сахарози. 

На рис. 5.1.5 - 5.1.7 наведено криві осмотичної крихкості інтактних 

еритроцитів бика, кролика та коня, клітин, інкубованих в середовищі, що 

містить 15% ПЕО-1500, 10% ДМСО, 5% 1,2 ПД, 5% сахарози і відмитих від 

нього, а також кріоконсервованих в даному середовищі і відмитих. 

 

 

 

Рис. 5.1.5 Криві осмотичної крихкості еритроцитів бика: 

♦ – інтактні клітини; ▄ – клітини, інкубовані з комбінованим кріозахисним 

середовищем і відмиті; ▲ – клітини, кріоконсервовані з комбінованим 

кріозахисним середовищем і відмиті. 

* – достовірні відмінності по відношенню до інтактних клітин, n=6 

(р<0,05). 

 



107 

 

Видно, що осмотична крихкість еритроцитів кролика незначно 

змінюється при дії факторів кріоконсервування, що свідчить про їх високу 

осмотичну резистентність. Для еритроцитів бика спостерігається зростання 

осмотичної крихкості вже після інкубації їх в кріозахисного середовищі, а 

подальше заморожування-відігрів приводять до подальшого зміщення кривої 

осмотичної крихкості, але не настільки виразного. У разі еритроцитів коня 

виявлено незначне збільшення осмотичної крихкості на етапі інкубації з 

комбінованим кріозахисним середовищем і суттєве зростання цього 

показника після заморожування. 

 

 

 

Рис. 5.1.6 Криві осмотичної крихкості еритроцитів коня: 

♦ – інтактні клітини; ▄ – клітини, інкубовані з комбінованим кріозахисним 

середовищем і відмиті; ▲ – клітини кріоконсервовані з комбінованим 

кріозахисним середовищем і відмиті. 

* – достовірні відмінності по відношенню до інтактних клітин, n=6  

(р<0,05). 
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Було порівняно індекс осмотичної крихкості досліджених тварин на 

всіх етапах кріоконсервування під захистом комбінованого кріозахисного 

середовища (рис. 5.1.8). 

Виявлено, що індекс осмотичної крихкості еритроцитів коня у 

комбінованому кріозахисному середовищі, нижчий ніж у еритроцитах бика і 

кролика. Після впливу низьких температур цей показник зростає для всіх 

досліджених тварин. 

 

 

 

Рис. 5.1.7 Криві осмотичної крихкості еритроцитів кролика: 

♦ – інтактні клітини; ▄ – клітини, інкубовані з комбінованим кріозахисним 

середовищем і відмиті; ▲ – клітини кріоконсервовані з комбінованим 

кріозахисним середовищем і відмиті. 

 

Порівнюючи ефективність однокомпонентного середовища з ДМСО і 

комбіноване кріозахисне середовище можна відмітити, що на етапі інкубації 

з кріопротектором індекс осмотичної крихкості бика, коня і кролика нижчий 
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у комбінованому середовищі, що свідкує про його меншу цитотоксичність. 

Імовірно вихідна концентрація ДМСО 20% токсично впливає на еритроцити 

ссавців, приводячи до змін стану їх мембран ще на етапі інкубації. 

 

 

 

Рис. 5.1.8 Індекс осмотичної крихкості еритроцитів: а – бика, б – 

кролика; в – коня: 1 – інтактні клітини; 2 – клітини, інкубовані з 

комбінованим середовищем і відмиті; 3 – клітини кріоконсервовані з 

комбінованим середовищем і відмиті. 

    – достовірні відмінності по відношенню до інтактних клітин, n=6 (р<0,05). 

 

Класичні методи заморожування клітин часто базуються на ДМСО у 

якості кріопротектору, його вважають одним з основних кріозахисних сполук 

у кріобіології протягом останніх 50 років [80, 171]. Однак використання 

ДМСО пов’язано із поганою поведінкою клітин після відтавання та 

небезпечними системними побічними ефектами [171], згідно сучасним 

уявленням ефективність ДМСО збалансована токсичністю, тому 

використовувати його треба з обережністю [80]. Тому дослідники прагнуть 

розробити середовища зі зменшеною концентрацією ДМСО у середовищі або 
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зовсім без нього [171]. Підбір кріозахисних середовищ продовжується також 

і для еритроцитів донорської крові для запобігання пошкоджень, які 

пов'язано не тільки з впливом низьких температур, але й тих, що виникають 

на етапі інкубації та видалення кріопротекору [152]. 

Таким чином, багатокомпонентне кріозахисне середовище, яке містить 

15% ПЕО-1500, 10% ДМСО, 5% 1,2 -ПД, 5% сахарози дозволяє зберегти 

осмотичні властивості еритроцитів бика, кролика та коня у процесі 

кріоконсервування. 

 

5.2 Моделювання трансфузії еритроцитів коня, бика, кролика і 

людини після кріоконсервування у комбінованому і однокомпонентному 

кріозахисному середовищі 

 

Для попередньої оцінки можливої виживаємості у кровоносному руслі 

після переливання кріоконсервованих у розробленому кріозахисному 

середовищі еритроцитів (15% ПЕО-1500, 10% ДМСО, 5% 1,2 -ПД, 5% 

сахарози) було проведено моделювання їх трансфузії [140] на різних етапах 

(рис. 5.2.1): у контролі (рис. 5.2.1, а), після інкубування з кріоконсервуючим 

середовищем і відмивання (рис. 5.2.1, б) та після інкубування-

заморожування-відігрівання-відмивання (рис. 5.2.1, в). 

Виявлено, що після інкубування з розробленим комбінованим 

кріоконсервуючим середовищем, близько 97% деконсервованих еритроцитів 

досліджених ссавців залишаються збереженими після інкубації в плазмі і 

фізіологічному розчині при температурі 37 °С протягом 24 годин (рис. 5.2.1). 

Цей факт свідчить про відсутність цитотоксичності розробленого середовища 

по відношенню до еритроцитів ссавців і збереження їх осмотичних 

властивостей. Достовірно нижчий рівень гемолізу (2% у плазмі) 

зареєстровано для еритроцитів кролика, порівняно з іншими дослідженими 

ссавцями. Після всіх етапів кріоконсервування рівень гемолізу достовірно 
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зростає, порівняно з контролем, але рівень його залишається невисоким,  в 

межах 5-6% в залежності від виду ссавців. 

 

 

Рис. 5.2.1 Гемоліз еритроцитів ссавців при моделюванні трансфузії 

протягом 24 годин при 37°С у контрольній групі (а), після інкубування у 

комбінованому середовищі (б), після заморожування-відігрівання (в): ▄ - 

еритроцити, які інкубовано в плазмі; ▄ - еритроцити, які інкубировано в 0,9 

% NaCl (рН-7,4). Еритроцити: 1 – людини; 2 – бика; 3 – кролика; 4 – коня. 

* - статистично значущі відмінності порівняно з контролем; # - 

статистично значущі відмінності порівняно з еритроцитами інших ссавців (р 

<0,05), n = 6. 

 

Дані по моделюванню трансфузії після кріоконсервування у 

комбінованому середовищі було порівняно з таковими у середовищі на 

основі ДМСО (10% кінцева концентрація) (рис. 5.2.2). Як і для 

комбінованого середовища, найменший гемоліз після інкубації з 

кріозахисним середовищем зареєстровано для еритроцитів кролика (рис. 

а 

б 

в 
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5.2.2, б). Порівняно з комбінованим середовищем гемоліз після етапа 

інкубування виріс на 20-25%. 

Достовірне підвищення рівня гемолізу зареєстровано також після всіх 

етапів кріоконсервування у середовищі на основі ДМСО порівняно з 

розробленим комбінованим середовищем. Це свідчить про те, що 

комбіноване середовище має не тільки меншу цитотоксичність, але й краще 

захищає мембрани від кріопошкоджень на усіх етапах кріоконсервування. 

 

 

 

Рис. 5.2.2 Гемоліз еритроцитів ссавців при моделюванні трансфузії 

протягом 24 годин при 37°С у контрольній групі (а), після інкубування у 10% 

розчині ДМСО (б), після заморожування-відігрівання у 10% розчині ДМСО 

(в): ▄ - еритроцити, які інкубовано в плазмі; ▄ - еритроцити, які 

інкубировано в 0,9 % NaCl (рН-7,4). Еритроцити :1 – людини; 2 – бика; 3 – 

кролика; 4 – коня. 

* - статистично значущі відмінності порівняно з контролем; # - 

статистично значущі відмінності порівняно з еритроцитами інших ссавців (р 

<0,05), n = 6. 
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Таким чином, розроблене кріозахисне середовище (вихідна 

концентрація кріопротекторів: 15% ПЕО-1500, 10% ДМСО, 5% 1,2 ПД, 5% 

сахарози) не володіє цитотоксичністю по відношенню до еритроцитів бика, 

коня, кролика і людини та дозволяє покращити стан еритроцитів порівняно з 

однокомпонентими середовищами. Моделювання трансфузії у аутологічній 

плазмі протягом доби приводило до 2-3% гемолізу після етапа інкубування та 

5-6% гемолізу після всіх етапів кріоконсервовання еритроцитів різних 

ссавціх у комбінованому середовищі. 

 

За матеріалами розділу 5 опубліковано роботи [32, 33, 35, 39]. 
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УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

 

У даній роботі було досліджено низькотемпературні фізичні процеси у 

комбінованих кріозаїхисних середовищах та суспензіях еритроцитів, 

проведено порівняльний аналіз збереженості еритроцитів бика, коня кролика 

та людини на різних етапах кріоконсервування під захистом одного 

кріопротектору та комбінованих кріозахисних середовищ для розробки та 

об'грунтування універсального комбінованого середовища для 

кріоконсервування еритроцитів ссавців. 

Фазові переходи і склування досліджували методом ДСК після 

швидкого охолодження (~200 град/хв) суспензій еритроцитів та розчинів 

кріопротекторів на етапі повільного нагріву. Показано, що кріозахисні 

розчини на основі ДМСО і ПЕО-1500 мають високу схильність до 

кристалізації евтектичних складів, на відміну від гліцерину і 1,2-ПД, для яких 

розвиток цього процесу не є характерним. Температура склування розчинів 

ДМСО достовірно нижча за температуру склування розчинів ПЕО-1500, 1,2-

ПД і гліцерина. У кріозахисних розчинах ПЕО-1500 температура склування 

достовірно вища за інші досліджені кріопротектори. Температура склування 

є показником дуже важливим при розробці протоколів кріоконсервування 

біооб’єктів, оскільки це температура повного тверднення, нижче за якої і 

потрібно зберігати зразки. Аналіз впливу вивчених кріопротекторів на 

закономірності розвитку фазових переходів та температуру склування 

багатокомпонентних розчинів кріопротекторів з кріозахисними речовинами 

різного типу дії показав, що температура склування у комбінованому 

середовищі знижується при збільшенні концентрації ДМСО і підвищується 

при збільшенні концентрації ПЕО-1500 та при додаванні сахарози. 

Виявлено, що застосування комбінованих кріозахисних середовищ 

дозволяє уникнути розвитку кристалізації евтектичних складів, характерних 

при застосуванні в складі кріозахисного середовища тільки ПЕО-1500 або 
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ДМСО, що дозволяє виключити один з факторів кріопошкоджень. Виявлено, 

що високомолекулярний кріопротектор ПЕО-1500 відіграє вирішальну роль у 

розвитку кристалізації евтектичниїх складів у комбінованих розчинах, 

перешкоджаючи кристалізації при температурі характерній для евтектики 

вода – ДМСО. Додавання сахарози у комбіновані кріоконсервуючи розчини 

сприяє запобіганню розвитку кристаллізації евтектичних складів незалежно 

від співвідношення ПЕО-1500 та ДМСО у середовищі. Показано, що 

інтенсивність склування відрізняється для досліджених кріозахисних 

середовищ і залежить від сумарної концентрації кріопротекторів у 

середовищі, їх співвідношення та виду криопротекторів. Можна відмітити, 

що визначний вплив на кількість склоподібної фази, що утворилася при 

охолодженні кріозахисних розчинів, має сумарна концентрація 

кріопротекторів у середовищі. 

Показано, що у всіх досліджених кріозахисних середовищах 

реєструється кристалізація на етапі нагріву, тобто при швидкому 

охолодженні утворюється нерівноважна аморфна фаза і швидкість нагрівання 

має вирішальне значення для того, щоб після розсклування у 

переохолодженої рідині не розпочалася кристалізація. Це надзвичайно 

важливо для кріобіології, оскільки кристалізація при нагріві і рекристалізація 

можуть діяти більш згубно, ніж кристалізація на етапі охолодження.  

В роботі визначені температури фазових переходів і склування в 

суспензіях еритроцитів ссавців з широко вживаними в кріобіології 

кріопротекторами: гліцерином, 1,2-ПД, ДМСО і ПЕО-1500, та порівняно їх з 

фазовими переходами у суспензіях еритроцитів ссавців з комбінованими 

кріозахисними середовищами. Виявлено, що температура склування 

еритроцитів у комбінованих кріозахисних середовищах, які містять ПЕО-

1500, ДМСО, 1,2-ПД і сахарозу підвищується в порівнянні з температурою 

склування середовищ на основі ДМСО, що дозволяє підвищити 

рекомендовану температуру зберігання еритроцитів ссавців в цих 

середовищах. Температура зберігання еритроцитів коня, бика і кролика в 
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середовищах, які містять ПЕО-1500, ДМСО, 1,2-ПД і сахарозу повинна бути 

нижча за -95 °С, що достовірно вище температури рекомендованої 

температури зберігання при використанні однокомпонентного розчину 

ДМСО (нижче -125 °С). Тому комбіновані кріозахисні середовища є більш 

придатними для практичного використання і дозволяють розширити варіанти 

використаного обладання та діапазон можливих коливань температури без 

нарощування пошкоджень клітин. 

Встановлено, що флуоресцентний барвник 3-DAB ефективно 

забарвлює мембрани еритроцитів коня, бика і кролика. При дії 

пошкоджуючих факторів кріоконсервування мембрани частини еритроцитів 

набувають більш пухку структуру і кількість гідрофобних місць зв'язування 

зонда збільшується, що призводить до збільшення флуоресценції клітин з 

пошкодженими мембранами. Це робить можливим успішно застосовувати 

флуоресцентний барвник 3-DAB у проточно-цитофлуориметричному аналізі 

та флуоресцентній мікроскопії для оцінки стану еритроцитів тварин після 

кріоконсервування. Однокомпонентне кріозахисне середовище на основі 

ДМСО недостатньо ефективне при кріоконсервуванні еритроцитів коня і 

більшість клітин, які збереглися після заморожування не відновлюють свої 

морфологічні характеристики. При консервуванні еритроцитів коня і бика у 

комбінованому кріозахисному середовищі не тільки знижуються загальні 

втрати клітин у порівнянні з розчином ДМСО, але й також еритроцити, які 

збереглися після всіх етапів кріоконсервування більш близькі до 

контрольних. Це особливо актуально для еритроцитів коня, які більш чутливі 

до пошкоджуючи кріобіологічних факторів. 

Вивчення впливу компонентів комбінованого кріозахисного 

середовища на збереженість еритроцитів ссавців показало, що незначна 

добавка в комбіноване середовище сахарози дозволяє істотно зменшити 

гемоліз еритроцитів при заморожуванні. Використання ДМСО при 

концентрації в суспензії вище 5% призводить до достовірного підвищення 

рівня гемолізу ще на етапі інкубації. Підвищення концентрації ПЕО-1500 
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дозволяє істотно знизити рівень гемолізу еритроцитів на етапі 

заморожування - відігріву. Однак спостерігається різке зростання рівня 

гемолізу на етапі видалення кріопротектору. З еритроцитами кролика 

неможливо оцінити дієвість кріопротектора ПЕО-1500, оскільки при 

змішуванні з ним спостерігається згортання еритроцитів. При цьому 

зменшення концентрації цього кріопротектору у комбінованому середовищі 

не призводить до згортання і дозволяє успішно консервувати еритроцити 

кролика. 

Показано, що після заморожування в комбінованому середовищі (15% 

ПЕО-1500 + 10% ДМСО + 5% 1,2-ПД + 5% сахарози) гемоліз еритроцитів 

бика становить складає 5,2%, кролика - 6,4%, коня - 7,2%, а людини - 5,9 %. 

Після всіх етапів кріоконсервування (інкубації з кріозахисним середовищем, 

заморожування-відігрівання, процедури видалення кріопротекторів і 

перенесення в ізотонічне середовище) рівень гемолізу еритроцитів суттєво 

зростає, але вдається отримати від 74,6 % до 81,6% збережених клітин, 

залежно від виду ссавців. 

Найменший індекс осмотичної крихкості характерен для еритроцитів 

кролика, що, можливо, пов'язано з їх структурними особливостями, так як 

відомо, що в мембранах еритроцитів кролика міститься більше фосфоліпідів, 

менше гликоліпідів і холестеролу, ніж в мембранах еритроцитів бика і коня. 

Можна відмітити, що індекс осмотичної крихкості еритроцитів кролика після 

всіх етапів кріоконсервування схожий з показниками контрольної групи, що, 

можливо, свідчить про їх більшу осмотичну стійкість. Порівнюючи 

ефективність однокомпонентного середовища з ДМСО і комбінованого 

кріозахисного середовища можна відмітити, що на етапі інкубації з 

кріопротектором індекс осмотичної крихкості бика, коня і кролика нижчий у 

комбінованому середовищі, що свідкує про його меншу цитотоксичність. 

Імовірно вихідна концентрація ДМСО 20% токсично впливає на еритроцити 

ссавців, приводячи до змін стану їх мембран ще на етапі інкубації. Після 

заморожування-відігріву еритроцитів бика різниця між індексами осмотичної 
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крихкості клітин з ДМСО і комбінованим середовищем нівелюється. З 

еритроцитами кролика і коня індекс осмотичної крихкості еритроцитів з 

комбінованим середовищем на всіх етапах кріоконсервування достовірно 

нижчий, ніж з однокомпонентним середовищем на основі ДМСО. 

Моделювання трансфузії еритроцитів ссавців після інкубування з 

комбінованим кріоконсервуючим середовищем показало, що як інкубація з 

кріозахисним середовищем, так і подальші заморожування-відігрівання 

впливають на стан еритроцитів і їх гемоліз протягом 24 годин при 37 °С 

достовірно збільшується. Але навіть після всіх етапів кріоконсервування 

близько 94% деконсервованих еритроцитів досліджених ссавців залишаються 

збереженими при моделюванні умов трансфузії як у плазмі, так і 

фізіологічному розчині. Кількість еритроцитів загиблих при моделюванні 

трансфузії протягом 24 годин після інкубації з ДМСО і після всіх етапів 

кріокосервування з ним достовірно більша, ніж з комбінованим кріозахисним 

середовищем. Таким чином, багатокомпонентне кріозахисне середовище, яке 

містить 15% ПЕО-1500, 10% ДМСО, 5% 1,2 -ПД, 5% сахарози дозволяє 

зберегти осмотичні властивості еритроцитів бика, кролика та коня у процесі 

кріоконсервування, що може підвищити рівень післятрансфузійного 

приживання еритроцитів та подовжити тривалість циркуляції еритроцитів 

після переливання. 

Таким чином, застосування кріозахисних середовищ, що містять 

проникальні і непроникальні кріопротектори, дозволяє знизити концентрацію 

кожного з них і, відповідно, токсичну дію, але при цьому отримати досить 

високу сумарну концентрацію кріозахисних речовин, що дає високі 

показники збереженості еритроцитів при кріоконсервуванні у комбінованому 

захисному середовище і дозволяє отримати максимальну кількість цілих 

еритроцитів досліджених ссавців як відразу після заморожування-відігріву, 

так і після всіх етапів кріоконсервування, включаючи відмивання від 

кріопротекторів. Істотно вища ефективність комбінованих кріозахисних 

середовищ при заморожуванні суспензій еритроцитів може бути також 
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пов'язана з їх високою склоутворюючою здатністю, а таких з тим, що їх 

застосування дозволяє запобігти такому фактору кріопошкодження, як 

крісталізація евтектичних складів. 
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ВИСНОВКИ 

 

У дисертаційній роботі представлені теоретичне та експериментальне 

узагальнення впливу компонентів комбінованого кріозахисного середовища 

на фазовий стан рідини у суспензіях клітин при низьких температурах та 

збереженість еритроцитів бика, коня, кролика та людини на всіх етапах 

кріоконсервування, та нове рішення наукового завдання, направленого на 

розробку універсального комбінованого середовища для успішного 

низькотемпературного зберігання еритроцитів ссавців. Дослідження, 

проведені у дисертаційній роботі, доводять важливість використання у 

кріозахисному розчині кріопротекторів різного типу дії для отримання 

високих показників збереженості еритроцитів. Такий підхід дозволяє досягти 

достатньої концентрації кріопротекторів як у внутрішньоклітинному 

середовищі, так і зовні клітин для запобігання пошкоджуючої дії кристалів 

льоду, концентрація кожного кріопротектору при цьому нижча за токсичний 

для клітин рівень. 

1. Досліджені низькотемпературні фазові переходи і процеси 

склування у комбінованих середовищах, які містять проникальні (гліцерин, 

1,2-ПД, ДМСО) і непроникальні (ПЕО-1500, сахароза) кріопротектори. 

Виявлено, що підвищення концентрації ДМСО у комбінованому середовищі 

приводить до зниження температури склування, а ПЕО-1500 – до її 

підвищення. Кількість склоподібної фази, що утворюється при охолоджені 

комбінованих кріозахисних розчинів пропорційна сумарній концентрації 

кріопротекторів. 

2. Встановлено, що застосування комбінованих кріозахисних 

середовищ дозволяє запобігти розвитку кристалізації евтектичних складів, 

яка характерна для розчинів ПЕО-1500 або ДМСО, та виключає один із 

можливих факторів кріопошкодження при кріоконсервуванні еритроцитів. 

3. Визначені температури фазових переходів і склування в 

суспензіях еритроцитів ссавців з гліцерином, 1,2-ПД, ДМСО і ПЕО-1500. 
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Показано, що в присутності ПЕО-1500 температура склування в суспензії 

клітин на 25 ÷ 30 град. вища, ніж при використанні гліцерину і 1,2-ПД, та на 

50-55 град. вища, ніж з ДМСО. 

4. Температура склування при кріоконсервуванні еритроцитів у 

комбінованому кріозахисному середовищі, яке містить ПЕО-1500, ДМСО, 

1,2-ПД и сахарозу достовірно підвищується у порівнянні з температурою 

склування у однокомпонентних середовищах із ДМСО, 1,2-ПД або 

гліцерином, що дозволяє розширити діапазон можливих температур 

зберігання еритроцитів ссавців і робить середовище зручнішим для 

практичного застосування. Рекомендована температура зберігання у 

розробленому комбінованому середовищі нижче -95 °С, а при використанні 

однокомпонентного розчину ДМСО нижче -125 °С. 

5. Встановлено, що збереженість еритроцитів бика, коня, кролика і 

людини вища при кріоконсервуванні з комбінованими кріозахисними 

середовищами, ніж з кріопротектором одного типу дії. Еритроцити коня 

більш чутливі до пошкоджуючої дії факторів кріоконсервування, ніж 

еритроцити бика, кролика і людини. 

6. Показано, що після кріоконсервування у комбінованому 

кріозахисному середовищі осмотичні властивості деконсервованих 

еритроцитів ссавців кращі і при моделюванні трансфузії гемоліз їх нижче, 

ніж після кріоконсервування в однокомпонентному середовищі. Близько 94-

95 % деконсервованих еритроцитів досліджених ссавців залишаються 

збереженими при моделюванні трансфузії протягом 24 годин. 

7. Розроблено і запатентовано середовище, яке містить  

15% ПЕО-1500, 10% ДМСО, 5% 1,2 ПД і 5% сахарози, яке ефективно 

захищає еритроцити бика, коня, кролика і людини на всіх етапах 

кріоконсервування. Після 15 хвилин інкубації з розробленим середовищем 

гемоліз не перевищує 1%, після заморожування-відігрівання 5-7%, після всіх 

етапів кріоконсервування 18-25% в залежності від виду ссавців. 
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