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(57) Спосіб кріоконсервування культури клітин
адренокортикальної тканини, що включає інкубу-
вання з крюпротектором і послідуюче заморожу-
вання, який відрізняється тим,, що як
кріопротектор використовують 5%-ний димексид,
інкубування здійснюють при 0-4°С, а заморожу-
вання проводять від 25°С до -7О...-72°С зі швидкіс-
тю 0,5-1 °/хв, з послідуючим зануренням у рідкий
азот.

Винахід відноситься до кріобіолопї і кріоме-
дицини і може бути використаний в транспланто-
логи.

Відомий спосіб кріоконсервування адрено-
кортикальної тканини, який включає її інкубування
з 20%-ним гліцерином при 37°и, заморожування
до -79°С і зберігання на протязі 1 доби [1].

Недоліком способу є те, що він не забезпе-
чує тривале збереження адренокортикальної тка-
нини

Це обумовлено тим, що хріопротектор
гліцерин не має протиішемічних властивостей, що
призводить до ушкодження клітин адренокорти-
кальної тканини та втрати ними функціональних
властивостей (стероїдогенез, секреція). Крім того,
висока концентрація кріопротектору пригнічує се-
кретуючу здібність клітин. Температура збережен-
ня -79°С не забезпечує тривале зберігання тому,
що при такій температурі в клітинах залишається
міцно зв'язана вода, що призводить до ушкоджен-
ня клітин за умов більш тривалого зберігання.

Завдання винаходу є створення такого спо-
собу кріоконсервування культури клітин
адренокортикальної тканини, який за рахунок ви-
користання двоетапного заморожування і заміни
кріопротектору забезпечував би тривале зберіган-
ня клітин зі збереженням їх функціональних влас-
тивостей.

Це завдання вирішується тим, що в способі
кріоконсервування, який включає інкубування з
крюпротектором і послідуюче заморожування, як
кріопротектор беруть 5%-ний димексид, інкубуван-
ня здійснюють при 0-4°С, а заморожування прово-
дять від 25°С до -7О...-72°С зі швидкістю 0,5-1°/хв,
після чого занурюють у рідкий азот.

Запропонований спосіб заморожування з
5%-ним димексидом забезпечує зберігання куль-
тури клітин адренокортикальної тканини більш 1
року зі збереженням їх функціональної активності.
Це дає змогу накопичувати культуру клітин і ви-
користовувати її при необхідності для трансплан-
тації.

Спосіб здійснюють таким чином.
Відмиту від середовища культивування при

37°С культуру клітин примішують в охолоджений
до 0-4°С фізіологічний розчин, додають охолодже-
ний розчин димексиду, який приготовлений на
середовищі 199 (кінцева концентрація
кріопротектору 5%, клітин 50%) і інкубують 15 хви-
лин Потім нагрівають до 25°С і охолоджують до
-7О...-72°С зі швидкістю 0,5-1°/хв, примішують у
рідкий азот, де зразки зберігають при -196°С.
Відігрів здійснюють на водяній бані при 42°С до
появи рідкої фази.

Приклад 1. Культуру клітин відмивали від
середовища культивування при 37°С і примішува-
ли в фізіологічний розчин, який охолоджено до 0 -
4°С. Розчин димексиду, що зроблений на середо-
вищі 199 і охолоджений до 0-4°С, додавали до
суспензії клітин, інкубували 15 хвилин, примішува-
ли в поліетіленові ампули, що мали об'єм 10 мл,
герметично запаювали і нагрівали до 25°С. За-
морожування здійснювали на програмному за-
морожувані зі швидкістю 0,5-1 °/хв до -7О...-72°С,
після чого занурювали в рідкий азот та зберігали
на протязі 1 року. Відігрів здійснювали на водяній
бані при 42°С. Функціональну активність клітин оці-
нювали за їх здібністю до секреції глюкокортикої-
дів і стероїдогенезу при дії стимуляторів синактена
і екстракту гіпофіза. Рівень гормонів визначали

00

00
со

О)



•


