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УКРАЇНИ 
(57) Спосіб підготовки кріоконсервованих фрагме-

нтів надниркових залоз новонароджених поросят 
для трансплантації, що включає розморожування 
фрагментів, видалення кріопротектора та рекуль-
тивування протягом 2 діб в середовищі 199, збага-
ченому 10 % ембріональної телячої сироватки, 
який відрізняється тим, що рекультивування про-

водять при температурі 24 °С. 
 

 
Корисна модель належить до галузі кріобіоло-

гії і кріомедицини і може бути використана в тран-
сплантології. 

Відомий спосіб підготовки кріоконсервованої 
адренокортикальної тканини для трансплантації 
шляхом розморожування зразків при 42 °С та ви-
далення кріопротектора стерильним фізіологічним 
розчином [1]. 

Недоліком цього способу є те, що він не за-
безпечує досить високого рівня гормональної ак-
тивності клітин адренокортикальної тканини, оскі-
льки призводить до вірогідного зниження 
базальної секреції кортизолу в порівнянні з натив-
ною тканиною та до втрати здатності зразків до 
стимульованої секреції. 

Найбільш близьким до заявленого способу є 
спосіб підготовки кріоконсервованих фрагментів 
надниркових залоз для трансплантації [2]. Даний 
спосіб полягає у тому, що кріоконсервовані фраг-
менти надниркових залоз новонароджених поро-
сят відігрівають на водяній бані при 42 °С та вида-
ляють кріопротектор шляхом 4-разової заміни 
живильного середовища. Далі зразки рекультиву-
ють при 37 °С в атмосфері з 5 % СО2 протягом 2 
діб в 2 мл живильного середовища 199, що містить 
10 % ембріональної телячої сироватки, 100 Од/мл 
пеніциліну та 75 мкг/мл канаміцину. 

Недоліком цього способу є те, що він не до-
зволяє підтримувати високий рівень гормональної 
активності кріоконсервованих клітин надниркових 
залоз. In vitro базальна секреція кортизолу дорів-
нює 64  % в порівнянні з нативним контролем, а 
стимульована секреція вище лише в 1,77 рази в 
порівнянні з базальною секрецією. При трансплан-
тації рівень кортизолу в плазмі крові тварин-

реципієнтів складає 160 % в порівнянні з даним 
показником для адреналектомованих тварин, при-
йнятим за 100 %. 

В основу корисної моделі поставлено задачу 
удосконалити відомий спосіб підготовки кріоконсе-
рвованих фрагментів надниркових залоз новона-
роджених поросят для трансплантації шляхом 
зміни умов рекультивування, і таким чином забез-
печити підвищення їх гормональної активності. 

Ця задача вирішується тим, що в способі під-
готовки кріоконсервованих фрагментів наднирко-
вих залоз новонароджених поросят, який включає 
розморожування фрагментів, видалення кріопро-
тектора та рекультивування протягом 2 діб в се-
редовищі 199, збагаченому 10 % ембріональної 
телячої сироватки, згідно з корисною моделлю 
рекультивування проводять при температурі 24 
°С. 

Температура, нижча за фізіологічну, є тим фа-
ктором, що позитивно впливає на функціональну 
активність клітин при культивуванні. Зниження 
температури рекультивування фрагментів наднир-
кових залоз до 24 °С дозволяє підвищити гормо-
нальну активність фрагментів надниркових залоз. 
Так, базальна секреція кортизолу підвищується в 
порівнянні з даними за прототипом у 2,92 рази, а 
стимульована секреція - у 2,25 рази в порівнянні з 
базальною секрецією. При цьому гормональна 
активність фрагментів, рекультивованих при 24°С, 
на 30 добу після трансплантації дорівнює 316,43% 
в порівнянні з рівнем даного показника для адре-
налектомованих тварин, прийнятим за 100%, що у 
2,8 рази вище в порівнянні з даними, отриманими 
за умов прототипу. 

Спосіб здійснюють таким чином. 

 



3 61440 4 
 

 

 

Кріоконсервовані фрагменти надниркових за-
лоз новонароджених поросят відігрівають при 42 
°С та видаляють кріопротектор шляхом 4-разової 
заміни живильного середовища. Далі рекультиву-
ють при 24 °С в атмосфері з 5 % СО2 протягом 2 
діб в 2 мл середовища 199, що містить 10 % емб-
ріональної телячої сироватки, 100 Од/мл пеніцилі-
ну та 75 мкг/мл канаміцину. 

Приклад 1 
Новонароджених поросят забивали з викорис-

танням ефірного наркозу, надниркові залози не-
гайно вилучали в стерильних умовах, відмивали 
середовищем 199, що містило 100 Од/мл пеніци-
ліну і 75 мкг/мл канаміцину, подрібнювали на фра-
гменти розміром 1-3 мм

3
 та кріоконсервували в 

присутності 5 % ДМСО зі швидкістю охолодження 

1С/хв. [3]. Кріоконсервовані фрагменти наднирко-
вих залоз відігрівали при 42 °С, видаляли кріопро-
тектор шляхом 4-разової заміни живильного сере-
довища та рекультивували при 24 °С в атмосфері 
з 5 % СО2 протягом 2 діб в 2 мл середовища 199, 
що містить 10 % ембріональної телячої сироватки, 
100 Од/мл пеніциліну та 75 мкг/мл канаміцину. 
Після рекультивування визначали базальну та 
стимульовану секрецію кортизолу. Вивчення сти-
мульованої секреції проводили при додаванні до 
середовища інкубації дбцАМФ до кінцевої концен-
трації 2 ммоль/л. 

Рівень кортизолу в середовищі інкубації фраг-
ментів визначали методом радіоімунологічного 
аналізу з використанням стандартних тест-наборів 
СТЕРОН-К-

125
І-М (Білорусія) і нормували на білок, 

концентрацію якого визначали за методом Бред-
форд [3]. 

Статистичну обробку результатів проводили з 
використанням t-критерію Стьюдента і однофакто-
рного дисперсійного аналізу (ANOVA) - для непа-
раметричних даних. 

Виходячи з даних, представлених в Табл. 1, 
рекультивування при 24 °С дозволяє зберегти ви-
сокий рівень базальної секреції кортизолу кліти-
нами кріоконсервованих фрагментів надниркових 
залоз новонароджених поросят (137,67±7,53 

нмоль/г білку), що у 2,92 рази вище, ніж у випадку 
рекультивування за умов прототипу (37 °С). Зраз-
ки, підготовані згідно з заявленим способом, здатні 
також до стимульованої секреції в присутності 
стимулятора стероїдогенезу дбцАМФ. Так, рівень 
стимульованої секреції дорівнює 310,42±10,12 
нмоль/г білку, що у 2,25 рази вище в порівнянні з 
базальною секрецією, та складає 121,49 % по від-
ношенню до відповідного показника за прототи-
пом, прийнятого за 100 %. 

Приклад 2 
Ефективність заявленого способу оцінювали 

при ксенотрансплантації фрагментів надниркових 
залоз новонароджених поросят тваринам з надни-
рковою недостатністю. 

Трансплантацію кріоконсервованих і рекульти-
вованих фрагментів надниркових залоз, підгото-
ваних згідно з Прикладом 1, в дозі 35 мг здійсню-
вали під капсулу нирки адреналектомованих 
мишей під комбінованим наркозом (кетамін - 2,5 
мг, ксилазін - 0,5 мг/100 г маси тіла тварин). Через 
30 діб після трансплантації тварин виводили з ек-
сперименту та оцінювали рівень кортизолу в пла-
змі крові за допомогою радіоімунологічного аналізу 
з використанням стандартних тест-наборів СТЕ-
РОН-К-

125
І-М (Білорусія). 

В надниркових залозах мишей основним глю-
кокортикоїдом є кортикостерон у зв'язку з неактив-
ністю ферменту CYP21в, що відповідає за синтез 
кортизолу. Однак незначна кількість кортизолу (10 
нмоль/л) присутня в плазмі крові мишей, тому про 
ефективну продукцію кортизолу клітинами трансп-
лантату свідчило підвищення рівня даного показ-
ника вище 10 нмоль/л. На 30 добу після транспла-
нтації спостерігалось підвищення рівня кортизолу 
в плазмі крові тварин-реципієнтів (316,43 % в порі-
внянні з рівнем даного показника для адреналек-
томованих тварин, прийнятого за 100 %), який 
складав 32,94±2,31 нмоль/л, що у 2,8 рази вище в 
порівнянні з даними, отриманими за умов прото-
типу. 

 
Таблиця 1 

 
Вміст кортизолу (нмоль/г білку) у середовищі інкубації кріоконсервованих фрагментів надниркових залоз 

новонароджених поросят після рекультивування за різних температурних режимів 
 

Температура рекультиву-
вання 

Нативні фрагменти 
Кріоконсервовані та рекультивовані фрагменти 

Базальна секреція Стимульована секреція 

24°С 242,8±2,29 137,67±7,53 * 310,42±10,12# 

37°С (за прототипом) 186,95±12,51 47,07±2,31 * 255,5±12,03# 

 
* - відмінності вірогідні в порівнянні з відповідними нативними фрагментами (р<0,05); 
# - відмінності вірогідні в порівнянні з відповідною базальною секрецією (р<0,05). 
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Таблиця 2 

 
Вміст кортизолу (нмоль/л) в плазмі крові експериментальних тварин на 30 добу після трансплантації фра-

гментів надниркових залоз новонароджених поросят 
 

Адреналектомовані тва-
рини 

Тип трансплантату 

Нативні фрагменти 
Кріоконсервовані та рекультивовані фрагменти 

24 °С 37 °С (за прототипом) 

10,41±1,87 37,92 ± 5,23* 32,94±2,31* 11,74±3,42 

 
* - відмінності вірогідні по відношенню до адреналектомованих тварин (р<0,05). 
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