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Реферат: Розробка кріозахисних середовищ, які не містять сироватку або інші ксеногенні компоненти, необхідна для 
безпечного використання кріоконсервованого матеріалу сім’яників із метою трансплантації. Було показано, що розчини, які 
містили 10% фетальної телячої сироватки (ФТС) або 5 мг/мл бичачого сироваткового альбуміну (БСА), значно не збільшували 
загальну збереженість клітин інтерстицію (КІ) після кріоконсервування, але підвищували метаболічну активність КІ та збере-
женість стероїд-продукуючих клітин (ГСД+-клітин). Застосування гідроксиетил крохмалю (ГЕК) у концентрації 50 та 100 мг/мл 
у складі кріозахисних розчинів на основі ДМСО дозволило підвищити показники загальної збереженості КІ та збереженості 
ГСД+-клітин на відміну від середовищ, які містили БСА або ФТС. Кріозахисні середовища з ГЕК дозволяють знизити концент-
рацію диметилсульфоксиду (ДМСО) у розчині з 1,4 до 0,7 М та зберегти кількість і метаболічну активність КІ. Таким чином, роз-
робка кріозахисних розчинів, які містять ДМСО у комбінації з ГЕК, може бути основою для створення розчинів, до яких не вхо-
дять ксеногенні компоненти і, в свою чергу, може спростити процедуру впровадження кріоконсервованого матеріалу в практичну 
медицину.
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Abstract: The development of cryoprotective serum- free or xeno-free media, is required for safe use of cryopreserved 

testicular material for transplantation. In this study, the solutions containing 10% fetal bovine serum (FBS) or 5 mg/ml bovine 
serum albumin (BSA) did not signifi cantly enhance the general survival of interstitial cells (ICs) after cryopreservation, but 
increase their metabolic activity and steroid producing cell (HSD+-cells) survival. The use of 50 and 100 mg/ml hydroxyethyl 
starch (HES) in DMSO-based cryoprotective solutions instead of BSA or FBS enabled the improvement of the IC general survival 
and the survival of HSD+-cells. The use of HES supplemented media allowed to decrease the dimethyl sulfoxide (DMSO) 
concentration from 1.4 to 0.7 M and to preserve the amount and metabolic activity of ICs. Thus, designing cryoprotective 
media containing DMSO and HES can facilitate the formulation of serum-free solutions for cryopreservation that in turn paves 
a way for implementation of the use of cryopreserved material for practical medicine.

Key words: cryopreservation, cryoprotective agents, Leydig cells, hydroxyethyl starch. 

Клітинам інтерстицію (КІ) сім’яника нале-
жить значна роль у забезпеченні репродуктив-
ної функції ссавців, оскільки вони секретують 
чоловічі статеві гормони. Ці властивості визна-
чають цінність КІ як біологічного матеріалу, який 
може бути застосовано у регенеративній меди-
цині [1, 10].

Практичне використання КІ потребує забез-
печення їх достатнього резерву. У зв’язку з цим 
розробка і удосконалення методів довгостроково-
го зберігання КІ є актуальними. Традиційно для 
кріоконсервування суспензії цих клітин вико-
ристовують проникний кріопротектор ДМСО у 
концентрації 0,7–2,1 М [4, 33], а також сироватку 
або сироватковий альбумін. На думку Y. Liu 
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Testicular interstitial cells (ICs) have a key 
role in ensuring the reproductive function in mam-
mals by producing male sex hormones. These 
properties stipulate the value of ICs for a potential 
application in regenerative medicine [8, 18]. 

The implementation of ICs into practice necessi-
tates establishing their suffi  cient stocks. In this context, 
the development and improvement of the methods 
for long-term storage of ICs is of high importance. 
The penetrating cryoprotectant DMSO at 0.7–2.1 M 
concentration [2, 33], as well as serum or serum 
albumin are commonly used for cryopreervation 
of cell suspensions. Y. Liuta et al. [23] have sug-
gested that serum 'stabilizes' membranes, prevents
their osmotic damage, and protects cells against 
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та співав. [25] сироватка сприяє «стабілізації» 
мембран, попереджує їх осмотичне пошкоджен-
ня, захищає клітини від дії вільних радикалів. 
Сироватка може містити різні патогенні організми, 
які призводять до зоонозних захворювань, або 
фактори, які викликають пріонну хворобу, що 
має нейродегенеративні наслідки [14, 36]. Ви-
користання контамінованої сироватки спричи-
няло виникнення хвороби Крейцфельдта-Якоба 
та гепатиту [7, 16, 22, 37]. Слід зазначити, що 
стерилізація донорських сироваткових білків і 
людського або бичачого сироваткового альбуміну 
не гарантує елімінацію усіх патогенів. Окрім 
того, у комерційних ембріональних культураль-
них середовищах було знайдено різноманіт-
ні досі невідомі потенційно небезпечні білкові 
фактори [8]. Використання аутологічних сиро-
ватки або альбуміну в кріозахисному розчині не 
вирішує проблему, оскільки потребує доопера-
тивних маніпуляцій, додаткових коштів і може 
бути нездійсненим за деяких умов (важкий стан 
пацієнта, наявність інфекційних хвороб або ур-
гентність). Сироватка та її похідні призводять 
до варіювання складу розчинів у процесі виго-
товлення різних партій кріоконсерванта [31], 
що може позначитися на їх якості. Таким чином, 
для кріоконсервування КІ сім’яників необхідно 
розробити ефективний і біобезпечний кріокон-
сервант. Для цього важливо виключити ксено-
генні компоненти (сироватку та її похідні) та 
знизити концентрацію ДМСО, який має потенцій-
ну токсичну дію [5, 13]. Перспективним рішенням 
цієї проблеми є використання у складі кріозахис-
ного середовища високомолекулярних сполук 
і сахаридів [2, 26, 30]. Однією з таких сполук є 
гідроксиетил крохмаль (ГЕК), низьку токсичність 
якого було показано на різних біологічних об’єк-
тах [11, 12, 15].

Мета роботи – дослідження захисної дії кріо-
консервантів, які містять ДМСО у комбінації з 
ГЕК під час кріоконсервування клітин інтерс-
тицію сім’яника щурів.

 
Матеріали та методи 
Експерименти проводили відповідно до За-

кону України «Про захист тварин від жорстоко-
го поводження» (№3447-IV від 21.02.2006 р.) із 
дотриманням вимог комітету з біоетики Інсти-
туту проблем кріобіології і кріомедицини НАН 
України, узгоджених із положенням «Європей-
ської конвенції з захисту хребетних тварин, 
які використовуютсья в експериментальних та 
інших наукових цілях» (Страсбург, 1986).

Донорами КІ сім’яника були дорослі щури 
віком 5–6 місяців. Сім’яники діставали з черев-

free radical eff ect. However,  serum may include 
diff erent pathogenic organisms, which can cause 
zoonotic or factors inducing prion diseases, having 
neurodegenerative consequences [12, 36]. The use 
of contaminated serum led to the Creutzfeldt-
Jakob disease and hepatitis [5, 14, 21, 37]. It is 
noteworthy, that sterilization of donor serum proteins 
and human or bovine serum albumin can not ensu-
re the elimination of all pathogens. Furthermore, 
diff erent unknown potentially dangerous protein 
factors were found in commercial embryo culture 
media [6]. This problem can be hardly solved 
by introducing autologous serum or albumin in 
cryoprotective solution because some preopera-
tive manipulations and additional funds are re-
quired. Other conditions such as poor health state 
of patient, presence of infectious diseases or ur-
gency can make it impossible either. The use of 
serum and its derivatives may alter the solution 
composition when manufacturing diff erent batches 
of cryopreservative agents [31], thus aff ecting their 
quality. Therefore, the designing of an effi  cient 
and biosafe cryopreservative is vital for testicu-
lar ICs cryopreservation. For this purpose, it is ne-
cessary to exclude xenogenic components (serum 
and its derivatives) and reduce DMSO concentration, 
which has a potential toxic eff ect [3, 11]. The use 
of high-molecular compounds and saccharides 
in cryoprotective media is a promising approach 
[28, 25, 30]. Hydroxyethyl starch (HES), the 
low toxicity of which has been shown in various 
biological objects, is one of such compounds [9, 
10, 13]. 

The research was aimed to study a cryopro-
tective eff ect of cryopreservatives, containing DMSO 
and supplemneted  with HES during cryopreser-
vation of rat testicular interstitial cells (ICs). 

Materials and methods 
Experiments were performed in accordance 

with the Law of Ukraine 'On the Protection of Ani-
mals Against Cruelty' (№3447-IV of February, 
21, 2006) in compliance with the requirements 
of the Bioethics Committee of the Institute for 
Problems of Cryobiology and Cryomedicine of
the NAS of Ukraine, agreed to the statements 
of the European Convention for the Protection of 
Vertebrate Animals Used for Experimental and Other 
Scientifi c Purposes (Strasbourg, 1986). 

Testicular ICs were obtained from adult 5–
6-month-old donor rats. Testes  were taken from 
abdo minal cavity, their tunica albuginea and 
blood vessels were removed. The testis content 
was placed into 15 ml centrifuge tubes containing 
4 ml of enzyme solution per testis. The enzyme 
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ної порожнини, видаляли їх білкову оболонку 
та кровоносні судини. Вміст сім’яників поміщали 
в центрифужні пробірки об’ємом 15 мл, які мали 
ферментний розчин із розрахунку 4 мл на кожний 
сім’яник. Ферментний розчин містив 0,2 мг/мл 
колагенази типу І («Sigma-Aldrich», США) і 0,1 мг/
мл ДНКази («Sigma-Aldrich») у середовищі Ham’s/
F12 («РАА», Австрія). Сім’яники витримували 
на водяній бані за температури 34°С протягом 
10 хв. Після інкубування у кожну пробірку до-
давали 10 мл середовища Ham’s/F12, сім’яні ка-
нальці видаляли за допомогою фільтрації че-
рез подвійну нейлонову сітку з діаметром пор 
близько 100 мкм. Фільтрати, які містили клітини 
інтерстицію, центрифугували при 325g протя-
гом 3 хв за кімнатної температури. Супернатант 
видаляли, а осад клітин ресуспендували у 10 мл 
Ham’s/F12 з 10 МО/мл пеніциліну та 100 мкг/мл 
стрептоміцину («Корпорація Артеріум», Україна). 
Процедуру седиментації повторювали двічі. От-
риману суспензію клітин використовували у по-
дальшій роботі.

Для кріоконсервування застосовували кріокон-
тейнери («Nunc», Данія) об’ємом 1,8 мл. Об’єм 
клітинної суспензії складав 1 мл, кількість клі-
тин у кожному зразку – 5 × 106. У якості кріо-
захисних сполук використовували ДМСО, ГЕК 
(м.м. 200 000 Да), фетальну телячу сироватку 
(ФТС) («Biowest», Франція), бичачий сироват-
ковий альбумін (БСА) («Sigma-Aldrich», США). 
Для приготування кріозахисних розчинів застосо-
вували середовище Ham’s/F12. 

Склад досліджених кріозахисних середовищ:
1 – середовище Ham’s/F12, яке позначено як 

розчин без домішок, але з додаванням 0; 0,7; 1,4; 
2,1; 2,8 М ДМСО;

2 – середовище Ham’s/F12 із 10% ФТС та дода-
ванням 0; 0,7; 1,4; 2,1; 2,8 М ДМСО;

3 – середовище Ham’s/F12 із 5 мг/мл БСА та 
додаванням 0; 0,7; 1,4; 2,1; 2,8 М ДМСО;

4 – середовище Ham’s/F12 із 50 мг/мл ГЕК 
та додаванням 0; 0,7; 1,4; 2,1; 2,8 М ДМСО;

5 – середовище Ham’s/F12 із 100 мг/мл ГЕК та  
додаванням 0; 0,7; 1,4; 2,1; 2,8 М ДМСО.

Охолодження зразків здійснювали за допомо-
гою програмного охолоджувача «ЗП-10» (Дос-
лідне виробництво при ІПКіК НАН України) до 
–80°С зі швидкістю 1°С/хв. Після чого їх витри-
мували за температури –80°С протягом 15 хв і за-
нурювали у рідкий азот. Зразки відігрівали на 
водяній бані при 37°С до зникнення кристаліч-
ної фази. 

Розморожені клітинні суспензії відмивали від 
кріозахисного розчину шляхом його поступового 
розведення середовищем Ham’s/F12. Після роз-

solution included 0.2 mg / ml collagenase type I 
(Sigma-Aldrich, USA) and 0.1 mg / ml DNase (Sig-
ma-Aldrich) in Ham’s / F12 medium (PAA, Austria).
Testes were  incubated  in a water bath at 34°C
for 10 min. After incubation, each tube was sup-
plemented with 10 ml of Ham’s / F12 medium. 
Seminiferous tubules were removed by fi ltration
through a double nylon mesh of about 100 μm 
pore diameter. Filtrates containing interstitial cells 
were centrifuged at 325g for 3 min at room 
temperature. The supernatant was removed and the 
cell pellet was resuspended in 10 ml Ham’s / F12 with 
10 IU / ml penicillin and 100 μg / ml streptomycin 
(Arterium Corporation, Ukraine). The sedimentation 
procedure was repeated twice. The resulting cell 
suspension was used in further work.

Cryogenic vials of 1.8 ml (Nunc, Denmark) were 
used for cryopreservation. The volume of cell sus-
pension came to 1 ml, the cell number in each sample 
was 5 × 106. The DMSO, HES (MW 200,000 Da), 
fetal bovine serum (FBS) (Biowest, France), bo-
vine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, USA) 
were applied as cryoprotective compounds. Cryo-
protective solutions were prepared on the basis of  
Ham’s / F12 medium. 

The composition of the studied cryoprotective 
media:

1 – Ham’s / F12 medium, designated as an  additive-
free solution, but supplemented with 0; 0.7; 1.4; 2.1; 
2.8 M DMSO; 

2 – Ham’s / F12 medium with 10% FBS sup-
plemented with 0; 0.7; 1.4; 2.1; 2.8 M DMSO; 

3 – Ham’s / F12 medium with 5 mg / ml BSA sup-
plemented with 0; 0.7; 1.4; 2.1; 2.8 M DMSO; 

4 – Ham’s / F12 medium with 50 mg / ml HES 
supplemented with 0; 0.7; 1.4; 2.1; 2.8 M DMSO;

5 – Ham’s / F12 medium with 100 mg / ml HES 
supplemented with 0; 0.7; 1.4; 2.1; 2.8 M DMSO.

The samples were cooled using a programmable 
freezer ZP-10 (Special Designing and Technical 
Bureau with Experimental Unit at the Institute for 
Problems of Cryobiology and Cryomedicine of 
NAS of Ukraine) down to –80°C with 1°C / min 
rate. They were then kept at –80°C for 15 min 
and immersed into liquid nitrogen. The samples 
were thawed in a water bath at 37°C until the crys-
talline phase disappeared. 

The post-thaw cell suspensions were washed 
from cryoprotective solution by its gradual dilution 
with Ham’s / F12 medium. After dilution, the 
suspension was centrifuged at 325 g for 3 min and the 
supernatant was removed. Cells were resuspended 
in Ham’s / F12 and then centrifuged again. After 
washing, a fi nal volume of suspension was brought 
up to 1 ml with Ham’s / F12 medium.
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ведення суспензію центрифугували при 325g 
протягом 3 хв та видаляли супернатант. Клітини 
ресуспендували у Ham’s/F12 та повторно прово-
дили процедуру центрифугування. Після відми-
вання кінцевий об’єм суспензії доводили до 1 мл 
середовищем Ham’s/F12.

Життєздатність КІ оцінювали за допомогою 
барвника трипанового синього («Sigma-Aldrich»), 
який додавали до клітин у співвідношенні 1:1 
(кінцева концентрація 2 мг/мл). Кількість клітин 
підраховували в камері Горяєва. 

Загальну збереженість клітин визначали за 
формулою: 

З = (К1/К2) × 100%, 

де К1 – загальна кількість клітин після кріокон-
сервування; К2 – загальна кількість клітин перед 
кріоконсервуванням. 

Збереженість життєздатних клітин визначали 
за формулою:

ЗЖ = (К1/К2) × 100%, 

де К1 – кількість клітин, які не були забарвлені 
трипановим синім після кріоконсервування; К2 − 
кількість клітин, які не були забарвлені трипа-
новим синім перед кріоконсервуванням.

Гістохімічне дослідження активності 3β-гід-
роксистероїддегідрогенази (ГСД) проводили за 
методом, описаним у роботі G. R. Klinefelter та 
співавт. [20]. Цей фермент є необхідним для син-
тезу стероїдних гормонів, а отже, може слугува-
ти маркером стероїд-продукуючих клітин сім’я-
ника (клітин Лейдига). Для дослідження 50 мкл 
клітинної суспензії наносили на предметне скло 
й висушували щонайменше протягом години за 
кімнатної температури. Після повного висихання 
клітини вкривали сумішшю розчинів 1 і 2. Роз-
чин 1 містив 1 мг нітросинього тетразолію, який 
розчиняли у 0,6 мл розчину дегідроепіандросте-
рону (1 мг/мл) на основі ДМСО. Розчин 2 містив 
10 мг β-нікотинамідаденіндинуклеотиду, який 
розчиняли у 9,5 мл теплого фосфатно-буферно-
го фізіологічного розчину (PBS). Безпосередньо 
перед використанням ці два розчини змішували. 
Клітини забарвлювали протягом двох годин, піс-
ля чого скло ополіскували водою. Клітини фіксу-
вали у 10%-му розчині формаліну у PBS із 5%-ю 
сахарозою протягом хвилини. На клітини нано-
сили суміш гліцерину з PBS у співвідношенні 
1:1, накривали покривним склом і підраховували 
клітини, які знаходилися у полі зору за допомогою 
мікроскопа («Olimpus IX 71», США) при збіль-
шенні окуляра ×10 та об’єктива ×20, ×40 та ×60.

The ICs viability was assessed using trypan 
blue dye (Sigma-Aldrich), added in 1:1 ratio to the 
cells (2 mg / ml fi nal concentration). The cell num-
ber was counted in Goryaev's chamber. 

General cell survival was determined by the 
following formula: 

S = (К1/К2) × 100%, 

where K1 was the total cell number after 
cryopreservation, K2 was the total cell number prior 
to cryopreservation. 

Survival of viable cells was determined by the 
formula: 

SV = (К1/К2) × 100%, 

where K1 was the number of cells, not stained 
with trypan blue after cryopreservation, K2 was 
the number of cells, not stained with trypan blue 
prior to cryopreservation. 

The 3β-hydroxysteroid dehydrogenase (HSD) 
activity was histochemically studied using the me-
thod described by G.R. Klinefelter et al. [19]. 
This enzyme is required for steroid hormone 
synthesis, and therefore can serve as a marker of 
steroid-producing testicular cells (Leydig cells). 
For the study, 50 μl of cell suspension were applied 
to a glass slide and dried for at least one hour 
at room temperature. After complete drying, the 
cells were covered with a mixture of solutions 
1 and 2. Solution 1 included 1 mg of nitroblue 
tetrazolium, dissolved in 0.6 ml of DMSO-based 
dehydroepiandrosterone solution (1 mg / ml). Solu-
tion 2 contained 10 mg of β-nicotinamide ade-
nine dinucleotide, dissolved in 9.5 ml of warm 
phosphate-buff ered saline (PBS). These two solutions 
were mixed immediately before use. Cells were 
stained for 2 hrs, the glass slides were  rinsed with 
water. Cells were then fi xed in a 10% formalin so-
lution in PBS with 5% sucrose for 1 minute. Next, 
they were coated with glycerol and PBS mixture 
in 1:1 ratio, and covered with glass. Afterwards 
a number of cells was counted in microscope 
fi eld of view (Olympus IX 71, USA) with ×10 ocu-
lar and ×20, ×40 and ×60 objective. 

The survival of steroid-producing cells (HSD+-
cells) was determined by the formula: 

SH = (К1/К2) × 100%

where K1 was the number of cells stained posi-
tively after cryopreservation, K2 was the number 
of cells stained positively before cryopreserva-
tion.
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Збереженість стероїд-продукуючих клітин (ГСД+- 
клітин) клітин визначали за формулою:

ЗГ = (К1/К2) × 100%, 

де К1 – кількість позитивно забарвлених клітин 
після кріоконсервування; К2 – кількість пози-
тивно забарвлених клітин перед кріоконсерву-
ванням.

Для визначення метаболічної активності клі-
тин до 500 мкл суспензії КІ додавали 50 мкл розчи-
ну 3-(4,5-диметилтіазол-2-іл)-2,5-дифенілтетразо-
лію бромід (5 мг/мл) («Sigma-Aldrich»). Клітини 
інкубували протягом двох годин при 34°С. Після 
цього зразки центрифугували та видаляли су-
пернатант. До осаду додавали 450 мкл ДМСО. 
Оптичну щільність вимірювали за довжиною 
хвилі 530 нм. 

Збереження метаболічної активності визна-
чали за формулою:

МА = (Е1/Е2) × 100%,

де Е1 − оптична щільність зразків після кріокон-
сервування; Е2 − оптична щільність зразків перед 
кріоконсервуванням.

Слід відзначити, що залежність оптичної 
щільності від кількості клітин у досліджуваному 
діапазоні мала лінійний характер.

Усі дані на діаграмах представлені як ме-
діана, 25 та 75%-й процентилі, мінімальне та 
максимальне значення. Відмінності визначали 
за критерієм Крускала-Уоліса. Додатково дані ран-
жували, після чого використовували критерій 
Ньюмена-Кейлса для множних порівнянь. Усі 
розрахунки здійснювали за допомогою пакета
программ «Statistica 6.0» («StatSoft Inc.», США).

 
Результати та обговорення
Результати досліджень показали, що додаван-

ня ДМСО значуще збільшувало збереженість 
КІ (рис. 1). Загальна збереженість КІ була дуже 
низькою без ДМСО, однак максимальна кон-
центрація ДМСО (2,8 М) так само не сприя-
ла збереженості, і навіть зменшувала її як із за-
стосуванням розчинів без домішок, так і тих, 
що містили БСА, ФТС або ГЕК. Ймовірно, у 
цих випадках ДМСО проявляв свій токсичний 
ефект. Найбільша загальна збереженість у розчи-
нах без домішок спостерігалася за використан-
ня 1,4 М ДМСО – 14,5 (10,8; 18,9)%. Слід також 
зазначити, що додавання 10%-ї ФТС приводило 
до збільшення загальної збереженості до 28,6 
(23,3; 31,3)% у розчині, який містив 1,4 М ДМСО. 
Найбільший позитивний вплив на загальну збе-

To determine the metabolic activity of cells, 
500 μl of ICs suspension were supplemented 
with 50 μl of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di-
phenyl tetrazolium bromide solution (5 mg / ml) 
(Sigma-Aldrich). Cells were incubated for two 
hrs at 34°C. The samples were then centrifuged 
and the supernatant was removed. The pelleted 
cells were supplemented with 450 μl of DMSO. 
The optical density was measured at 530 nm 
wavelength.

Preservation of metabolic activity was deter-
mined by the formula:

NA = (Е1/Е2) × 100%, 

where E1 was optical density of the samples after 
cryopreservation, E2 was optical density of samples 
before cryopreservation.

Notably, that the dependence of optical density 
on cell number within the studied range was li-
near.

All the data in diagrams were presented as me-
dian, 25%, 75% percentiles, minimum and maximum 
value. Diff erences were determined by the Kruskal-
Wallis test. The data were additionally ranked, 
and the Newman-Keuls test was then used for mul-
tiple comparisons. All the calculations were perfor-
med using  Statistica 6.0 software (StatSoft Inc., 
USA). 

Results and discussion 
Our fi ndings showed the DMSO supplement 

to increase signifi cantly the IСs survival (Fig. 1). 
The general ICs survival was very low without 
DMSO use, but its maximum concentration (2.8 
M) hardly promoted survival as well, and even sup-
pressed it when applying the additive-free solutions 
and those containing BSA, FBS or HES. In these 
cases DMSO was  toxic. The highest general sur-
vival in the additive-free solutions was observed 
when using 1.4 M DMSO and came to 14.5 (10.8; 
18.9)%. It should be also noted, that 10% FCS sup-
plement increased the total survival up to 28.6 
(23.3; 31.3)% in the 1.4 M DMSO-contained so-
lution. The highest positive eff ect on general sur-
vival, namely  31.5 (26.1; 39.7)% had the solution, 
containing 100 mg / ml HES in combination with 
0.7 M DMSO. 

Our fi ndings on post-cryo survival of viable 
cells showed that when using the additive-free 
solutions their maximum survival was observed in 
those containing 1.4 M, namely 8.8 (4.8; 12.3)% 
(Fig. 2). However, an increased survival rate of viable 
cells was observed in the solutions, that included 
10% FBS and 1.4 M DMSO (20.9 (17.6; 27.0)%), 
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реженість мав розчин із 100 мг/мл ГЕК у ком-
бінації з 0,7 М ДМСО – 31,5 (26,1; 39,7)%.

Результати дослідження збереженості життє-
здатних клітин після кріоконсервування показа-
ли, що при використанні розчинів без домішок 
максимальна збереженість визначалася у розчині 
з 1,4 М – 8,8 (4,8; 12,3)% (рис. 2). Проте спо-
стерігали збільшення збереженості життєздатних 
клітин після використання розчинів, які містили 
10% ФТС та 1,4 М ДМСО (20,9 (17,6; 27,0)%), 
а також розчинів із 50 і 100 мг/мл ГЕК та 0,7 М 
ДМСО – 24,8 (19,6; 29,7)% і 24,8 (21,1; 35,8)% від-
повідно.

Збереженість ГСД+-клітин також залежала 
від концентрацій ДМСО (рис. 3). Додавання до 
кріозахисного розчину БСА не збільшувало цей 
показник. Проте додавання 10% ФТС або ГЕК, 
особливо у концентрації 100 мг/мл, значно збіль-
шувало збереженість ГСД+-клітин. Цей показник 
був найкращим у розчині, який містив 100 мг/мл 
ГЕК у комбінації з 0,7 М ДМСО – 31,7 (26,4; 
37,3)%.

В усіх досліджених зразках метаболічна 
активність була мінімальною за відсутності 

as well as the ones with 50 and 100 mg / ml 
HES and 0.7 M DMSO, 24.8 ((19.6; 29.7)% and 24.8 
(21.1; 35.8)%, respectively). 

The HSD+-cell survival was also dependent 
on DMSO concentrations (Fig. 3). The addition of 
BSA to the cryoprotective solution caused no in-
crease of this value. However, the addition of 10% 
FBS or HES, especially at 100 mg / ml concent-
ration signifi cantly augmented the HSD+-cell sur-
vival rate. This index was the highest in the solution 
with 100 mg / ml HES together with 0.7 M DMSO, 
and was 31.7 (26.4; 37.3)%. 

In all the studied samples, the metabolic acti-
vity was minimum under DMSO absence and tended 
to decrease at 2.8 M DMSO (Fig. 4). The BSA, FBS 
and HES supplement promoted the preservation of  
the metabolic activity of ICs. The highest metabolic 
activity was observed for ICs cryopreserved in 
the solutions with 0.7 M DMSO in combination 
with BSA (48.8 (39.3; 59.5)%), 1.4 and 2.1 M DMSO 
with 10% FBS (42.3 (39.3; 51.2) and 43.0 (34.9; 
49.2)%, respectively) and 0.7 M DMSO with 50 
and 100 mg / ml HES (47.4 (39.3); 55.2) and 52.6 
(44.5; 60.4)%, respectively). 

Рис. 1. Загальна збереженість КІ після кріоконсервування у розчинах на основі ДМСО: A – без домішок, B – 5 мг/мл 
БСА, C – 10% ФТС, D – 50 мг/мл ГЕК, E – 100 мг/мл ГЕК; & – розбіжності значущі відносно розчинів без ДМСО; 
* – розбіжності значущі відносно розчинів із ДМСО без домішок; ζ – розбіжності значущі відносно розчинів із БСА, 
які мають однакові концентрації ДМСО; # – розбіжності значущі відносно розчинів із ФТС, які мають однакові кон-
центрації ДМСО; p ≤ 0,05.
Fig. 1. Post-cryo general survival rate of ICs in DMSO – based solutions: A – additive–free, B – 5 mg / ml BSA, C – 10% 
FBS, D – 50 mg / ml HES, E – 100 mg / ml HES; & – diff erences were signifi cant with respect to DMSO-free solutions; * – 
diff erences were signifi cant with respect to additive-free solutions containing DMSO; ζ – diff erences were signifi cant with 
respect to solutions with BSA, having equal DMSO concentrations;  # – diff erences were signifi cant with respect to solutions 
with FBS, having equal DMSO concentrations; p ≤ 0.05.
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ДМСО та мала тенденцію до зниження при 2,8 М 
ДМСО (рис. 4). Додавання БСА, ФТС і ГЕК спри-
яло збереженості метаболічної активності КІ. 
Найкращі показники метаболічної активності 
були для КІ, кріоконсервованих у розчинах із 0,7 
М ДМСО у комбінації з БСА (48,8 (39,3; 59,5)%); 
1,4 і 2,1 М ДМСО з 10% ФТС (42,3 (39,3; 51,2) і 
43,0 (34,9; 49,2)% відповідно) та 0,7 М ДМСО з 50 
і 100 мг/мл ГЕК (47,4 (39,3; 55,2) і 52,6 (44,5; 
60,4)% відповідно). 

Результати використання ксеногенних компо-
нентів (сироватка, сироватковий альбумін) для 
кріоконсервування матеріалу сім’яників показано 
у деяких роботах [4, 18, 33]. Швидкість охолод-

The use of xenogenic components (serum, 
serum albumin) for testes cryopreservation 
has been reported in some works [2, 16, 33]. J. Tai 
et al. [33] have studied 1°C/min cooling rate 
during cryopreservation of steroid-producing cells 
of rat testes. Proceeding from these data, we 
used 10% and 5 mg / ml concentrations for FBS 
and BSA, respectively, and 1°C/min cooling rate. 
Of interest was the fact, that the 2.1 M DMSO 
concentration was determined by the authors as 
the most appropriate for steroidogenic cells [2, 
33], but here a potential application of lower 
DMSO concentrations in combination with HES 
was shown. 

Рис. 2. Збереженість життєздатних КІ після кріоконсервування у розчинах на основі ДМСО: A – без домішок, B – 
5 мг/мл БСА, C – 10% ФТС, D – 50 мг/мл ГЕК, E – 100 мг/мл ГЕК; * – розбіжності значущі відносно розчинів із ДМСО 
без домішок, ζ – розбіжності значущі відносно розчинів із БСА, які мають однакові концентрації ДМСО; # – роз-
біжності значущі відносно розчинів із ФТС, які мають однакові концентрації ДМСО; р ≤ 0,05.
Fig. 2. Post-cryo survival rate of viable ICs in DMSO – based solutions: A – additive–free, B – 5 mg / ml BSA, C – 10% 
FBS, D – 50 mg / ml HES, E – 100 mg / ml HES; & – diff erences were signifi cant in respect to DMSO-free solutions; 
* – diff erences were signifi cant in respect to additive-free DMSO solutions, ζ

 – diff erences were signifi cant with respect 
to solutions with BSA, having equal DMSO concentrations; # – diff erences were signifi cant with respect to solutions 
with FBS, having equal DMSO concentrations; p ≤ 0.05. 

ження 1°С/хв при кріоконсервуванні стероїд-
продукуючих клітин сім’яників щурів була до-
сліджена у роботі J. Tai та співавт. [33]. Відповідно 
до цих даних ми використовували концентрації 
ФТС – 10%, БСА – 5 мг/мл та швидкість охолод-
ження 1°С/хв. Цікавим є те, що автори визнача-
ють концентрацію ДМСО 2,1 М як найкращу 
для стероїдогенних клітин [4, 33], але у пред-
ставленій работі показано можливість вико-

The penetrating cryoprotectants (DMSO or gly-
cerol) are known to reduce freezing temperature 
of cryoprotective solution and to mitigate the 
eff ects of high salt concentrations. The salt con-
centrations can be a threat for cells within the 
bulk water crystallization temperature range (from 
negative near-zero temperatures to that of about 
–40°C) [32]. In contrast, the cryoprotective pro-
perties of HES are associated with its ability to 
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ристання нижчих концентрацій ДМСО у комбі-
нації з ГЕК.

Відомо, що проникні кріопротектори (ДМСО 
або гліцерол) знижують температуру замерзан-
ня кріозахисного розчину та нівелюють ефекти 
високої концентрації солей. Концентрації солей 
можуть становити загрозу для клітин у діапа-
зоні температур кристалізації основної маси 
води (від негативних близьконульових темпе-
ратур до температури близько –40°С) [32]. Нав-
паки, кріозахисні властивості ГЕК пов’язують 

absorb water molecules and promote the amor-
phous phase formation when cooled [20]. Hydro-
xyethyl starch increases the solution propensity to 
supercooling and its viscosity, inhibits ice forma-
tion, that together allows achieving vitrifi cation 
state more effi  ciently [4, 34].

The HES was able to aff ect the water loss 
by cell during cooling, promoting their opti-
mal dehydration, and to prevent intracellular ice 
formation and osmotic stress development [34, 
35]. Notably, that HES eff ect depends on cryo-

Рис. 3. Збереженість ГСД+-клітин після кріоконсервування у розчинах на основі ДМСО: A – без домішок, B – 5 мг/мл 
БСА, C – 10% ФТС, D – 50 мг/мл ГЕК, E – 100 мг/мл ГЕК; & – розбіжності значущі відносно розчинів без ДМСО; * – роз-
біжності значущі відносно розчинів без домішок із однаковими концентраціями ДМСО; ζ – розбіжності значущі від-
носно розчинів із БСА, які мають однакові концентрації ДМСО; # – розбіжності значущі відносно розчинів із ФТС, 
які мають однакові концентрації ДМСО; i – розбіжності значущі відносно розчинів із 50 мг/мл ГЕК, які мають одна-
кові концентрації ДМСО; р ≤ 0,05.
Fig. 3. Post-cryo survival rate of HSD+ cells in DMSO–based solutions: A – additive-free, B – 5 mg / ml BSA, C – 
10% FBS, D – 50 mg / ml HES, E – 100 mg / ml HES; & – diff erences were signifi cant with respect to DMSO-free 
solutions; * – diff erences were signifi cant with respect to additive-free solutions with equal DMSO concentrations; 

ζ – diff erences were signifi cant with respect to solutions with BSA, having equal DMSO concentrations; # – diff erences 
were signifi cant with respect to solutions with FBS, having the same DMSO concentrations; i – diff erences were 
signifi cant with respect to solutions with 50 mg / ml HES, having equal DMSO concentrations; p ≤ 0.05.

його здатністю абсорбувати молекули води та
при охолоджені сприяти формуванню аморфної 
фази [21]. Гідроксиетил крохмаль збільшує схиль-
ність розчину до переохолодження та його в’яз-
кість, пригнічує формування льоду, що у сукуп-
ності дозволяє більш ефективно досягати вітри-
фікаційного стану [6, 34].

Показано, що ГЕК під час охолодження може 
впливати на процес дегідратації клітин, сприяю-
чи їх оптимальному зневодненню, запобігати фор-
муванню внутрішньоклітинного льоду та роз-

preservation conditions, particularly on its concent-
ration and cooling rate [26]. 

Many studies, displaying a relative biosafety of 
HES, have been published. S. Gollub et al. [9] have 
reported the HES use as a plasma substitute to be 
safe for humans. Its application as a cryopro-
tectant for various biological objects in 10–20% 
concentrations was described in other studies [1, 15, 
17, 27]. There is a number of researches, where 6–7% 
of HES is suggested as substitute for serum pro-
teins in erythrocyte cryopreservation [22, 23]. We 
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Рис. 4. Збереженість метаболічної активності клітин після кріоконсервування у розчинах на основі ДМСО: A – без 
домішок, B – 5 мг/мл БСА, C – 10% ФТС, D – 50 мг/мл ГЕК, E – 100 мг/мл ГЕК; & – розбіжності значущі відносно 
розчинів без ДМСО; * – розбіжності значущі відносно розчинів без домішок, які мають однакові концентрації ДМСО; 
ζ – розбіжності значущі відносно розчинів із БСА, які мають однакові концентрації ДМСО; # – розбіжності значущі 
відносно розчинів із ФТС, які мають однакові концентрації ДМСО; р ≤ 0,05.
Fig. 4. Post-cryo cell metabolic activity preservation in DMSO – based solutions: A – additive-free, B – 5 mg / ml BSA, 
C – 10% FBS, D – 50 mg / ml HES,  E – 100 mg / ml HES, & – diff erences were signifi cant with respect to DMSO-
free solutions; * – diff erences were signifi cant with respect to additive-free solutions, having equal DMSO concent-
rations; ζ – diff erences were signifi cant with respect to solutions with BSA, having equal DMSO concentrations; 
# – diff erences were signifi cant with respect to solutions with FBS, having equal DMSO concentrations; р ≤ 0.05.

витку осмотичного стресу [34, 35]. Важливо за-
уважити, що дія ГЕК залежить від умов кріокон-
сервування, особливо від його концентрації та 
швидкості охолодження [27]. 

У літературі існує достатня кількість даних, 
які вказують на відносну біобезпеку ГЕК. У ро-
боті S. Gollub та співавт. [11], показано безпеч-
не для людини використання ГЕК як замінника 
плазми. У інших роботах описано використання 
його як кріопротектора для різних біооб’єктів 
у концентраціях 10–20% [3, 17, 19, 28]. Існують 
дослідження, у яких 6–7% ГЕК розглянуто у 
якості замінників протеїнів сироватки крові для 

have also tested similar concentrations of HES: 
50 and 100 mg / ml, which can potentially re-
place the serum protein eff ect. Previous ex-
periments have shown the HES concentrations 
below or above of the mentioned are less effi  -
cient.

DMSO is known to be able of reducing the 
cell membrane thickness and of inducing the tem-
porary pore formation even at low concentrations, 
while causing a complete disintegration of lipid 
bilayer at high eff ects [11]. The DMSO use 
in clinical practice shows a large number of pos-
sible side eff ects (nausea, dizziness, fever) [7, 29] 

and neurotoxic (encephalopathy) infl uences [3]. 
Therefore, a decrease in DMSO concentration in 
cryoprotective medium and the elimination of se-
rum components reduce a negative impact of the 
cryoprotective medium. Notably, that a lower DMSO 
concentration, than demonstrated by G.R. Ghen 
et al. [33] and J. Tai et al. [2], i. e. 0.7 M can be 
applied when using HES for HSD+-cell cryopreser-
vation. 

кріоконсервування еритроцитів [23, 24]. Нами 
також випробувано схожі концентрації ГЕК – 
50 та 100 мг/мл, які потенційно можуть замі-
щувати дію протеїнів сироватки. Попередні екс-
перименти показали, що концентрації ГЕК нижче 
або вище вказаних були менш ефективними.

Відомо, що ДМСО навіть у низьких концен-
траціях може зменшувати товщину мембрани 
клітин та індукувати формування тимчасових 
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пор, а у великих − призводити до повної дезін-
теграції ліпідного бішару [13]. При використан-
ні ДМСО у клінічній практиці описано велику 
кількість можливих побічних (нудота, запамо-
рочення, гарячка) [9, 29] та нейротоксичних (ен-
цефалопатія) [5] ефектів. Тому зменшення кон-
центрації ДМСО у кріозахисному середовищі та 
виключення компонентів сироватки знижують 
негативну дію кріозахисного середовища. Цікаво, 
що ГЕК дає можливість застосовувати нижчі 
концентрації ДМСО – 0,7 М, ніж показано у робо-
тах G.R. Ghen та співавт. [33] та J. Tai та спі-
вавт. [4]. 

Висновки
1. Додавання ГЕК до складу кріозахисного 

середовища сприяло збільшенню показників за-
гальної збереженості та підвищенню життєздат-
них клітин інтерстицію сім’яника порівняно 
з середовищами, які містили БСА або ФТС.

2. Застосування розчину, який містить 100 мг/мл
ГЕК і 0,7 М ДМСО, дозволило отримати най-
більшу збереженість життєздатних КІ сім’яників 
(24,8 (21,1; 35,8)%), та ГСД+-клітин (31,7 (26,4; 
37,3)%), що, в свою чергу, є обґрунтуванням 
для зниження концентрації ДМСО у кріозахис-
ному розчині з 2,1 до 0,7 М.

3. Використання 100 мг/мл ГЕК у комбінації 
з 0,7 М ДМСО дозволило зберегти метаболічну 
активність КІ на високому рівні (52,6 (44,5; 60,4) %).

Дослідження було проведено в рамках теми 
2.2.6.104 «Властивості кріоконсервованих первинних 
культур клітин ендокринних залоз неонатальних тва-
рин in vitro та in vivo при трансплантації».

Conclusions 
1. The HES addition o cryoprotective me-

dium ensured an increase in general survival rate 
and that of viable testicular interstitial cells as 
compared to the BSA or FBS-containing media.

2. The use of the solution, containing 100 mg / 
ml HES and 0.7 M DMSO, enabled obtaining the 
highest survival rate of testicular ICs (24.8 (21.1; 
35.8)%), and HSD+-cells (31.7 (26.4; 37.3)%), 
which, in turn, substantiated the reduction of DMSO 
concentration in cryoprotective solution from 2.1 
to 0.7 M. 

3. The use of 100 mg / ml HES in combination 
with 0.7 M DMSO allowed the preservation of 
metabolic activity of ICs at a high level (52.6 (44.5; 
60.4)%). 

The study was carried out within the project 2.2.6.104 
'Properties of Cryopreserved Primary Cell Cultures 
of Neonatal Animal Endocrine Glands In Vitro and 
In Vivo During Transplantation'.
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