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(57) Спосіб підвищення резистентності клітин до 
заморожування-відігріву шляхом додавання до 
суспензії клітин перед заморожуванням біологічно 
активного засобу, який відрізняється тим, що як 
такий засіб використовують екстракт плаценти 
людини або великої рогатої худоби в концентрації 
20-40 % за об'ємом. 

 

 
Винахід належить до галузі кріобіології і кріо-

медицини і може бути використаний для кріокон-
сервування різних біологічних об'єктів з метою 
подальшого застосування в медицині, ветеринарії, 
сільському господарстві, біотехнологічних вироб-
ництвах. 

Як відомо, найбільша кількість летальних та 
нелетальних пошкоджень клітин в процесі кріокон-
сервування відбувається на етапах заморожуван-
ня-відігріву [1]. Запобігають розвитку цих пошко-
джень шляхом додавання до суспензій клітин 
різних кріозахисних речовин - кріопротекторів [2]. 
Одним з провідних механізмів дії кріопротекторів є 
зв'язування поза- та внутрішньоклітинної води. 
Більшість кріопротекторів взаємодіють також із 
клітинними структурами, підвищуючи резистент-
ність клітин до заморожування-відігріву. 

Відомі способи підвищення резистентності до 
заморожування-відігріву гепатоцитів [3], тканин 
фетоплацентарного комплексу [4], адрено-
кортикальної тканини [5] та ін. із застосуванням 
кріопротектора диметилсульфоксиду (ДМСО). 

Недоліком цих способів є те, що після відігріву 
необхідно відмивати клітини від кріопротектору, 
що ускладнює процедуру кріоконсервування та 
призводить до втрати клітин [6]. Крім того, ДМСО 
має високу хімічну активність у середовищах з 
біологічними об'єктами, тому виникає ефект зме-
ншення його концентрації у зразку, який заморо-

жують і, як наслідок, зниження його захисного 
ефекту [7]. 

Як альтернативу синтезованим хімічним спо-
лукам в якості агентів, які підвищують кріорезисте-
нтність клітин, використовують природні білкові 
речовини. Так відомий спосіб підвищення резисте-
нтності клітин до заморожування-відігріву шляхом 
застосування білкових фракцій із тканин риб [8]. 
Однак використання цього способу обмежено тим, 
що технологія одержання таких речовин є склад-
ною і потребує великих матеріальних витрат. 

За прототип нами обраний спосіб підвищення 
резистентності бактерій роду Neisseria до заморо-
жування-відігріву за допомогою кінської сироватки 
крові [9]. Згідно зі способом, бактерії після культи-
вування змивають з поверхні агару середовищем 
для консервування, яке включає 40 % фізіологіч-
ного розчину, 60 % кінської сироватки, 10 % поліе-
тиленоксиду з м.м. 400 (ПЕО-400). Одержану су-
спензію бактерій вносять в кріопробірку і 
заморожують до -196 °С. 

Недоліком цього способу є те, що ліпопротеї-
ди, які входять до складу сироватки, ініціюють пе-
рекисне окислення ліпідів [10]. Це негативно впли-
ває на якість клітин, суспендованих у середовищі з 
сироваткою, У випадку парентерального введення 
таких клітин можуть виникнути алергічні реакції на 
білки сироватки [11]. Ризик таких реакцій зростає 
при використанні клітинних суспензій в середови-
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щі, яке містить кінську сироватку крові в концент-
раціях 60 %. А саме така концентрація, згідно з 
прототипом, підвищує ефект резистентності клітин 
до заморожування - відігріву. Крім того, в сироват-
ці крові можуть знаходитися збудники антропозоо-
нозних інфекційних хвороб [12]. 

В основу винаходу поставлено задачу створи-
ти такий спосіб підвищення резистентності клітин 
до заморожування - відігріву, в якому би, шляхом 
використання біологічно активного засобу іншого 
походження, забезпечувалась можливість підви-
щення резистентності клітин до заморожування-
відігріву і зниження ризику інфікування біоматеріа-
лу мікроорганізмами. 

Ця задача вирішується тим, що в способі під-
вищення резистентності клітин до заморожування 
- відігріву шляхом додавання до суспензії клітин 
перед заморожуванням біологічно активного засо-
бу, згідно з винаходом, як такий засіб використо-
вують екстракт плаценти людини або великої ро-
гатої худоби в концентрації 20-40 % за об'ємом. 

Використання екстракту плаценти дозволяє 
підвищити резистентність клітин різного похо-
дження до заморожування-відігріву на 30-80 %. 

Препарати екстракту плаценти при виготов-
ленні стерилізують шляхом автоклавування, тому 
він не містить високомолекулярних білків-
алергенів та збудників інфекційних хвороб [14]. 
Все це дозволяє використовувати клітини, замо-
рожені з екстрактом плаценти, в медичній практиці 
(клітинна трансфузіологія, репродуктивні техноло-
гії, гематологія та ін.).  

Спосіб здійснюють таким чином. 
До суспензії клітин додають екстракт плаценти 

людини або великої рогатої худоби до кінцевої 
концентрації 20-40 % за об'ємом. Клітинну суспен-
зію з екстрактом плаценти витримують при кімнат-
ній температурі протягом 10-20 хв., після чого за-
морожують за програмами, розробленими для 
даного виду біологічних об'єктів. Відігрівають зраз-
ки в водяній бані при 37-40 °С. 

Спосіб пояснюється прикладами. 
Приклад 1 
Проводили порівняльне вивчення ефективно-

сті різних кріозахисних середовищ. 
Клітини дріжджів Saccharomyces cerevisiae, 

вирощені на скошеному сусло-агарі, змивали з 
поверхні агару середовищами для кріоконсерву-
вання: 60 % розчин кінської сироватки крові на 
фізіологічному розчині, у 60 % розчин сироватки 
крові людини на фізіологічному розчині, 20 % та 40 
% розчини екстракту плаценти людини і великої 
рогатої худоби на фізіологічному розчині. Після 
витримування при кімнатній температурі протягом 
10 хв. клітинні суспензії переносили в кріопробірки 
і заморожували до -196 °С за двома програмами: 

- програма №1: охолодження до -70 °С зі шви-
дкістю 2 °С/хв., потім занурення у рідкий азот; 

- програма №2: охолодження шляхом зану-
рення кріопробірок у рідкий азот. 

Відігрівали зразки в водяній бані при 37 °С. 
Резистентність клітин до заморожування-

відігріву оцінювали по їх життєздатності «чашко-
вим методом» Коха [14] за кількістю макроколоній, 
які сформувалися на сусло-агарі. 

Після заморожування-відігріву клітин дріжджів 
відсоток життєздатних клітин у всіх варіантах екс-
перименту був достовірно вище в зразках, замо-
рожених у 20-40 % розчинах екстракту плаценти 
людини і великої рогатої худоби, в порівнянні зі 
зразками, які заморожували в 60% розчинах сиро-
ватки крові. Кількість життєздатних клітин, замо-
рожених в екстрактах плаценти людини і великої 
рогатої худоби, достовірно не відрізнялась (Табл. 
1). 

Приклад 2 
Проводили порівняльне вивчення ефективно-

сті різних кріозахисних середовищ на клітинах фі-
бробластів людини, одержаних за стандартним 
методом із шкіри людини, заморожених до -196 °С 
у 60 % розчині кінської сироватки на живильному 
середовищі 199, у 60 % розчині сироватки крові 
людини на живильному середовищі 199, у 40 % 
екстракті плаценти людини на живильному сере-
довищі 199, у 40 % екстракті плаценти великої 
рогатої худоби на живильному середовищі 199. 

До суспензії фібробластів людини на живиль-
ному середовищі 199 додавали, відповідно, 60 % 
за об'ємом кінської сироватки, або 60 % за об'є-
мом сироватки крові людини, або 40 % екстракту 
плаценти людини, або 40 % екстракту плаценти 
великої рогатої худоби. Через 15 хв. отримані су-
спензії клітин вносили в кріопробірки. Зразки за-
морожували до -196 °С за таким режимом: охоло-
дження зі швидкістю 1-3 °С/хв. до -40 °С, потім - 
занурення кріопробірок в рідкий азот. Після збері-
гання зразків при -196 °С протягом місяця їх відіг-
рівали в водяній бані при температурі 40 °С. Рези-
стентність клітин до заморожування-відігріву 
оцінювали по їх збереженості стандартним мето-
дом суправітального фарбування пошкоджених 
клітин фарбником трипановим синім. 

Кількість збережених клітин фібробластів, за-
морожених в екстрактах плаценти людини і вели-
кої рогатої худоби, достовірно вища, ніж кількість 
збережених клітин, заморожених в 60 % розчинах 
кінської сироватки і сироватки крові людини. Кіль-
кість збережених клітин, заморожених в екстрактах 
плаценти людини і великої рогатої худоби, досто-
вірно, не відрізнялась (Табл. 2). 

Приклад 3 
Проводили вивчення резистентності клітин 

дріжджів Saccharomyces cerevisiae і клітин фібро-
бластів людини до заморожування-відігріву у роз-
чинах екстракту плаценти людини різної концент-
рації (від 5 до 40 %). 

Клітини дріжджів Saccharomyces cerevisiae су-
спендували у 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 30 %, 40 % 
розчинах екстракту плаценти людини на фізіологі-
чному розчині. Через 20 хв. суспензії клітин дріж-
джів вносили в кріопробірки і заморожували до -70 
°С зі швидкістю 2 °С/хв., потім занурювали у рідкий 
азот; 

Клітини фібробластів людини суспендували у 
5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 30 %, 40 % розчинах екст-
ракту плаценти людини на живильному середови-
щі 199. Через 20 хв. суспензії клітин фібробластів 
вносили в кріопробірки і заморожували до -196 °С 
шляхом занурення у рідкий азот. Через 10 діб зра-
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зки відігрівали в водяній бані при температурі 40 
°С. 

Резистентність клітин дріжджів Saccharomyces 
cerevisiae до заморожування-відігріву оцінювали 
по їх життєздатності «чашковим методом» Коха за 
кількістю макроколоній, які сформувалися на сус-
ло-агарі. Резистентність клітин фібробластів лю-
дини до заморожування-відігріву оцінювали по їх 
збереженості стандартним методом суправіталь-
ного фарбування пошкоджених клітин фарбником 
трипановим синім. 

Зразки, які заморожували у 5-15 % розчинах 
екстрактів плаценти, містили достовірно меншу 
кількість життєздатних клітин дріжджів та збере-
жених клітин фібробластів у порівнянні з 20-40 % 
розчинами. Починаючи з концентрації 20 % життє-
здатність і збереженість клітин, відповідно, дріж-
джів і фібробластів, не змінювалась (Табл. 3). 

Приклад 4 
Проводили порівняльне вивчення резистент-

ності клітин, що перевиваються, лінії СПЕВ (емб-
ріональна нирка свині) до заморожування-відігріву 
в живильному середовищі 199 з додаванням 60 % 
за об'ємом кінської сироватки або 60 % за об'ємом 

сироватки крові людини та в живильному середо-
вищі 199 з додаванням 20 % за об'ємом екстракту 
плаценти людини або екстракту плаценти великої 
рогатої худоби. Перед заморожуванням культуру 
клітин знімали з поверхні культурального матрацу 
за допомогою суміші трипсину з розчином Версе-
на. Клітини осаджували центрифугуванням і ресу-
спендували у відповідних середовищах для кріо-
консервування. Зразки охолоджували зі швидкістю 
1°С/хв. до -40 °С з подальшим занурюванням у 
рідкий азот. Після зберігання зразків при -196 °С 
протягом місяця їх відігрівали в водяній бані при 
температурі 40 °С. Резистентність клітин до замо-
рожування-відігріву оцінювали по їх збереженості 
стандартним методом суправітального фарбуван-
ня пошкоджених клітин фарбником трипановим 
синім. 

Збереженість клітин лінії СПЕВ, заморожених 
в 20 % розчинах екстракту плаценти людини або 
великої рогатої худоби, достовірно вища від збе-
реженості клітин, заморожених в середовищі 199 з 
додаванням 60 % за об'ємом кінської сироватки 
або 60 % за об'ємом сироватки крові людини 
(Табл. 4). 

 
Таблиця 1 

 
Резистентність клітин Saccharomyces cerevisiae до  

заморожування-відігріву в залежності від середовища заморожування, n=18. 
 

Середовище консервування 
Програма охолоджен-

ня 

Кількість життєздатних клітин в 

1 мл 
810xSx  

Р1 Р2 Р3 

60 % розчин кінської сироватки на 
фізіологічному розчині 

Контроль до заморо-
жування 

5,05±0,3 - - - 

Програма №1 3,0±052 <0,05 - - 

Програма №2 1,2±0,03 <0,05 <0,05 - 

60 % розчин сироватки людини на 
фізіологічному розчині 

Контроль до заморо-
жування 

6,0±0,3 - - - 

Програма №1 3,3±0,2 <0,05 - - 

Програма №2 2,5±0,3 <0,05 <0,05 <0,05 

20 % розчин екстракту плаценти 
людини 

Контроль до заморо-
жування 

4,5±0,2 - - - 

Програма №1 3,5±0,2 <0,05  <0,05 

Програма №2 2,7±0,2 <0,05 <0,05 <0,05 

40 % розчин екстракту плаценти 
людини 

Контроль до заморо-
жування 

4,8±0,3 - - - 

Програма №1 3,9±0,2 <0,05  <0,05 

Програма №2 2,9±0,3 <0,05 <0,05 <0,05 

20 % розчин екстракту плаценти 
великої рогатої худоби 

Контроль до заморо-
жування 

5,8±0,3 - - - 

Програма №1 4,6±0,3 <0,05  <0,05 

Програма №2 3,1±0,3 <0,05 <0,05 <0,05 

20 % розчин екстракту плаценти 
великої рогатої худоби 

Контроль до заморо-
жування 

5,1±0,3 - - - 

Програма №1 4,2±0,2 <0,05 - <0,05 

Програма №2 3,0±0,3 <0,05 <0,05 <0,05 

Примітка: Р1 - рівень довірчої імовірності між 
кількістю життєздатних клітин до та після заморо-
жування; Р2 - рівень довірчої імовірності між кіль-
кістю життєздатних клітин після заморожування за 
програмами №1 і №2, РЗ - рівень довірчої імовір-

ності між відсотком кількості життєздатних клітин, 
заморожених за відповідними програмами у 60 % 
розчині кінської сироватки та в інших випробува-
них середовищах консервування. 
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Таблиця 2 

 
Резистентність клітин фібробластів людини до  

заморожування-відігріву в залежності від середовища заморожування, n=18. 
 

Середовище консервування Умови експерименту 
% збережених клітин 

xSx  
P1 Р2 

60 % розчин кінської сироватки на середо-
вищі 199 

Контроль, до заморожування 100 - - 

Заморожування до-196 °С 54±2,5 <0,05 - 

60 % розчин сироватки крові людини на се-
редовищі 199 

Контроль, до заморожування 100 - - 

Заморожування до-196 °С 56,2±3,1 <0,05 >0,05 

40 % розчин екстракту плаценти людини на 
середовищі 199 

Контроль, до заморожування 100 - - 

Заморожування до-196 °С 74,2±3,5 <0,05 <0,05 

40 % розчин екстракту плаценти великої 
рогатої худоби на середовищі 199 

Контроль, до заморожування 100 - - 

Заморожування до-196 °С 73,5±3,8 <0,05 <0,05 

Примітка: Р1- рівень довірчої імовірності між 
відсотком кількості збережених клітин фіброблас-
тів до і після заморожування; Р2 - рівень довірчої 
імовірності між відсотком збережених клітин фіб-

робластів, заморожених у 60 % розчині кінської 
сироватки та в інших випробуваних середовищах 
консервування.

 
Таблиця 3 

 
Резистентність клітин дріжджів Saccharomyces cerevisiae і клітин фібробластів людини до заморожування-

відігріву у розчинах екстракту плаценти людини різної концентрації (від 5 до 40 %), n=18. 
 

Концентрація екс-
тракту, % 

Життєздатність дріжджів Saccharomyces 

cerevisiae після заморожування xSx   
Р 

% збережених клітин фібробластів 
людини після заморожування 

xSx  

Р 

5 61±3 <0,05 48,6±4 <0,05 

10 65,1±1,6 0,05 52,3±2,7 <0,05 

15 69,0±3,2 <0,05 60,0±3 <0,05 

20 81,5±2 - 73,2±3,5 - 

30 81,1±3,5 >0,05 74,4±3 >0,05 

40 83±3 >0,05 73,9±3,2 >0,05 

Примітка: Р - рівень довірчої імовірності між 
відсотком життєздатних клітин дріжджів 
Saccharomyces cerevisiae і відсотком кількості збе-

режених клітин фібробластів, заморожених в 20 % 
розчинах екстракту плаценти та в розчинах екст-
ракту плаценти з іншими концентраціями. 

Таблиця 4 
 

Порівняльне вивчення резистентності клітин, що перевиваються, 
 лінії СПЕВ до заморожування-відігрівув залежності від середовища заморожування, n=18. 

 

Середовище консервування Умови експерименту 
% збережених клітин 

xSx  
Р1 Р2 

60 % розчин кінської сироватки на середо-
вищі 199 

Контроль, до заморожування 100 - - 

Заморожування до -196 °С 72±2,5 <0,05 - 

60 % розчин сироватки крові людини на се-
редовищі 199 

Контроль, до заморожування 100 - -. 

Заморожування до -196 °С 69±3,1 <0,05 >0,05 

20 % розчин екстракту плаценти людини на 
середовищі 199 

Контроль, до заморожування 100 - - 

Заморожування до -196° С 84±3,5 <0,05 <0,05 

20 % розчин екстракту плаценти великої 
рогатої худоби на середовищі 199 

Контроль, до заморожування 100 - - 

Заморожування до -196 °С 85±3,8 <0,05 <0,05 

Примітка: Р1- рівень довірчої імовірності між 
відсотком кількості збережених клітин лінії СПЕВ 
до та після заморожування; Р2 - рівень довірчої 
імовірності між відсотком збережених клітин лінії 
СПЕВ , заморожених у 60 % розчині кінської сиро-

ватки та в інших випробуваних середовищах кон-
сервування. 
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