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- ъ  -
ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність проблеми. Дослідиення таких біофізичних харак­
теристик клітин, як проникність їх неморав для молекул води та 

кріооротекторів, е важливим з точка зору кріобіаяогП, оскільки, 
відповідно до сучасних уявлень, ці характеристики (порад з геоме­
тричними параметрами клітин) визначають оптимальні значення ряду 
режимних параметрів кріоконсервузання клітинних суспензій (нап­
риклад, тривалість та температуру експозиції клітин у кріозахис- 
ному розчині, необхідні для насичення клітин кріопротекторои 

(Schneider u.. Maurer P., 1984; Гордієнко Є.О., Коваленко І.Ф. , 
1974, 1989 ), швидкість охолодження клітинної суспензі! на етапі 

кристалізації (Mazur p., 1963-1960), режим виведення хрюпро- 
твктора з замороненоі-відтаяної суспензі! іБезуглнй н.Д.. 1964. 
Levtn R. L. ,1986 ). Зазначені транспортні характеристики зумозлногь 
осмотичну реакції) клітин на контакт з rim- або гіпертонічними 
розчинами солей та кріоцротекторів (котрий має місце на різних 
етапах циклу низькотемпературного консервування) до того часу, 

поки не настає пошкодкекня клітиш.
Кількісний опис осмотичної поведінки непошкодаша' клітин, як 

правило, здійснюється за допомогою рівнянь термодинаміки необоро­

тних процесів перерішних систем (Kedem О., Katchalsky К.. 1958, 
1962 ). Відхилення осмотичної реакції кліі® щш їх ексдашці! в 
не ізотонічних розчинах від. передбаченої цими рівняннями нове роз- 
глядатися як свідчення часткового або повного ноякодвання клітин. 

Тому вивченні! умов, при яких З'являються або зникають такі ві£ и- 
лвйня, моке бути одним з найефективніших підходів щодо доелідяєн- 
ня закономірностей кріопошкодкення та кріозахвету клітинних сус­
пензій.

У зв'язку з цим актуальніш та багагообіцяючим їзддо киывння 
вахливнх з кріобіодогічної точки зору характеристик ш |«ш  та ефе­
ктів е підхід, заснований на синтезі вшяврмеиадоого методу ре­
єстрації осмотичної поведінки кліиш ік-Кй водипивтрИ (Let- 
ьо s.p ., 1977>) та чисельного моделювання реакції m in e  9 «^ало­
гічних умовах. ■

Метою д о с і  і двення б у л о  вивчення закон ом ірностей  т а  а н а л із  о с о ­

б ли в остей  р е а к ц ії яй ц екл іти н  »S  е м б р іо н ів  дов і на кон такт а  в е іа о -  

осмотичними розчинами хлориду в а т р ія  ( № с і ) ,  сахап озн  " й  к р іо а р о  

т е к т о р ів  методами в о л ш о м е т р іі  т а  моделюветия т  &М .



Задачі дослідивша. Згідно з поставлено» метою роботи перед­
бачали вир і вати такі задачі-.

І) йиліерпмбнтальгю вивчити кінетику змінення об'єму яйцеклі­
тин та ембріонів миші в гіпо- та гіпертонічних водних розчинах 

діметидсульфонсЕда (ЛИСО). 1.2-пропавдіола <І.2-ЩЬ, хлоріду 
натр1я (Naci> та сахарози.

2> Методом чисельного рішення на ЕОМ рівнянь термодинаміки 

необоротних процесів переривши систем вивчити динаміку „мінення 
об'єму клітин, а такої, концентрації кріопротектора та електроліте 
всередині клітини під час контакту яйцеклітин та ембріонів миші з 

гіпо- та гіпертонічншга водними розчинив (ДМСО), (1,2-ЦД), Naci 

та сахарози.
3) Шляхом зіставлення теоретичних тр експериментальних даних, 

здобутих гри виконанні пунктів І> 12), визначити коефіцієнти про­
никності мембран яйцеклітин та ембріонів миші для молекул води та 
кріопротекторів та об-ємну частку осмотично неакгтних внутрі­
шньоклітинних речовин залежно від вмісту іфіопротектора, сол1, - 
значення рн та температури у зовнішньому середовищі, а такок в 
ряду -яйцеклітина-зігота - двохклітинний ембріон-чотирьоіклітинний 

ембріон*.
4) Виявитй відхилення реальної реакції досліджуваних об'єктів 

на чонМкт з гіпо- та гіпертонічними розчинами кріопротекторів та 
солей від теоретичної залежності та, неможливості, з'ясувати, чому 

ЦІ відхилен і З'ЯВЛЯЮТЬСЯ..
6) На основі анаиіву одергвшх результатів сформулювати {Зеко- 

мендації по удосконалень!) процедури кріоконсервування репродукти­

вних клітин ссавців. ; ! ,
Наукова новизна. Одержано дав! .дані про значення коефіцієнтів 

фільтра;;! І та прошиаості плазматичних мембран яйцеклітин та емб­
ріонів паї для молекул ДЮО та І.2-ЦВ залежно від концентрації 

солі та кріопротектора у зовнішньому середовищі, а також від його 
рн та температури, Впер*© встановлено факт залежності клітинного 
об-вму, після досягнення якого починається фо£муваш.і мембранних 
пухирів на поверхні ембріонів мив:, від ступеня та тривалості збе* 
зводивная, яке пврвдуе їх набуханню. Сформульовано гіпотезу про 
наявність додаткового сгруктурування внутрішньоклітинної фази під 

впливом на клітини гіпергонічияц розчинів, яка дозволяв З'ясувати 
деякі законом і рим;?! ямцв формування мембранних пухирів на по- 

* . "■ ї : ■ . ) ' ■ • ' .
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- Б -
верхні КЛІТИН. ,

Практичне та теоретична звачеря роботе в ході дослідження 
розроблено підходи, які дозволяють обгрунтовано підбирати т»кі 
значення режимних параметрі» крюкоисервування ембріонів ссавців, 

як оптимальна щодо крюкоисервування стадія дроблення ембріона, 
оптимальна тривалість експозиції ембріона в крюзахиеному розчині 
(До охолодження), яка необхідна для насичення клітин кріопротек- 
тором, склад кріозахисного середовища, пр® якому поряд а насичен­
ням кріопротектором; клітини збезводнюються. ооидва ці фактори 
знижують імовірність кристалізації всередині клітини під час замо­

рожування клітинних суспензій.
Виявлено закономірності, опираючись на які можна здійснювати 

цілеспрямоване керування початковим станса* ембріона з метою під- 

виї̂ння його кріостійності.
Положення, які Віщосяться на захист.
І. На початковій стадії осмотична реакція яйцеклітин та ембрі­

онів миші при експозиції їх в гіпертонічних розчинах солей та крі- 
опротекторів задовільно описуe'SJICH рівняннями масопереносу Kedeii- 

Katchaiaky, so дозволяє вимірювати коефіцієнти проникнут 1 їх мем­
бран для молекул води та кріопротектора, а також об'ємну частку 
осмотично неактивних речовин всередині клітини методом підбору 
значень цих параметрів, при яких рішення зазначених рівнянь пого­
джується з експериментальними даними про залежність об-ему клітин 
від часу в тих же умовах.

Z) Значення коефіцієнт проникності мембран яйцеклітин тгу-*м- 
бріонів милі для молекул води та крїопротактора залежить від змі­
сту останнього в позаклітинному середовищі.

3) Значення коефіцієнта проникності клітинних мембран для мо­
лекул ДМСО збільшується в ряду -яйцекл1тана-зІгота-двохкл1тинний 
ембріон-чотирьохклітянний емОріШ" .

4) Попереднє збезводнення бластомерів ембріонів мені у гіпер­
тонічному розчині кріопротектора веде ,ад зменшення клітинного 
об'єму, після досягнення «кого починається формування мамьрашшх 

пухирів у ході набухання клівю. т  свід̂ь щ» ж>шмт здат­
ності клітинного цитомаїрикву д£ розтягнений

Апробація роботи. Матеріали дисертацією! роботе д̂овідались 

на Xvii та Xviiі конференціях методах вчених (Харків, 10В9. 1991),



на щорічЕвд рооочих нарадах то проблемі "Консервація генетичних 
ресурсів- (Пущіно. 1990, 1994). на її Міжнародній конференції 
"Успіхи сучасно! кріобіології- (Харків, 1992).

Публікації. По матеріалам дисертації опубліковано 9 робіт.
Об-ем та структура роботи. Дисертаційна робота складається а 

вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів, глави вла­
сних досліджень та їх обговоре.шя. заключения, висновків га списку 

літератури, який зклшае 212 робіт. Робота викладена на -~>2 сто­
рінках машинописного тексту, містить 49 малюнків та 5 таблиць.

МАТЕРІАЛИ ТА МЙТОДИ ДОСЛІДШШ.

У роботі використовували яйцеклітини та ембріони, одержані від 
самок мишей лінії с в н а  або гібрідних с а м о к а т  від схрещування (свд 

х С57ВІ.) • для здобуття більш! кількості статевих клітин застосо­
вували меид гормональної суторовуляції. дань виявлення популяцій­
ної пробки вважався першим днем вагітності. Статеві клітини здо­
бували промиваннш відпрепарованих яйцепроводів фізіолзгічним роз­

тином Дюдьбекко при кімнатній температурі по стандартній методиці. 
В експериментах використовували клітини, які мата цільні zona реї - 

lucida та плазматичні мембрани, прозору цитоплазму та правильну 

ферму бластомерів.
Всього у роботі було вякористовано 25СЮ ембріонів та яйцеклі­

тин МИШІ.
Дослідження проводилися на експериментальному стенді, який 

знятае tнтерференц:Йнс-голярізац 1 йний мікроскоп, кріоприставку з 
програмним блоком керування температурним режимом 1 кінокамеру, 
адійсгашапасш фотографічна реєстрація б й х ід в о го  стану клітини. 

Потім роЗилі заміну середоввда двльбекко на розчин, дія якого ви- 
пробувалася. t починала кінореестраців кінетики осмотично! реакції 
кліпни. Контроль за темпера туров в об'єкті під час чхолодження 
здійснювався хромель-кзшдевою термопаро®, яка була розмішена без­

посередньо j  препараті.
негативне зображення клітини проецирували за допомогою фото­

збільшувача На однорідний за говигеною папір І методом виміру ваги 

фотографічних зображень клітин визначали кінетику змітання відно­
сної шюці фотографічного асОрвження клітини, а також за допомогою 

приладу ШГі < Панков Є. Я та їй. * 1966 >.
У роботі використовувалися розчини ДИСО. І.2-ПД, nbci та саха­

рози. приготованшвг на еідістильоваяій воді. Осмотичний тиск розчи-
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иів визначався за доцрмогою мікроосмометра ОМКАЦ-ОІ. Значення ко­

ефіцієнтів проникності плазматичних мембран яйцеклітин та ембріо­
нів миші для молекул вода (Lp) . крюпротектора (Кі), а тщсох 
об'ємної частки осмотично неактивних речовин всередині клітини а 
вимірювали слідуючим чином. Визначену експериментально залежність 
відносно! площі зображення клітини від часу аііроксимуьали чисель­
ним рішенням іна ЕОМ) рівнянь Kedem-Katchalsky ІІрИ ЯК Найкраще (З а  

методом найменших квадратів) підібраних значеннях параметрів lp. 
кі та а. які фигурунть «у цих рівняннях.

Статистичну обробку цифрових даних проводили за методом Ст’ю- 
дента. При цьому протягом усієї роботи довірчлй інтервал розрахо­
вували для імовірності попадання до нього Р = 0.95.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА її ОБГОВОРЕННЯ.
Дослідження осмотичної реакції яйцеклітин та ембріонів миші ь 

гіпер- та гіпотонічних водних розчинах хлориду натр і я та сахарози.

В гіпертонічних водних розчинах Naci в концентраціє*! у діапа­
зоні 0,611-2,01 об'єм клітин зменшується внаслідок їх збезводнення 
за перші 10 - 45 с експоаицП.Опісля чого наступав ф̂за стабілі­
зації клітинного об'єму на мінімальному рівні. Мінімальне значення 
відносного об-ему клітин в гіпертонічних розчинах масі незначно 
змінюється при збільаенні концентрації солі від 0.6М до g.ОМ. Але 

при концентрації позаклітинного Naci І.СМ та нище стацішарне зна­
ченню О0-ЄМІ' збезводненої клітини вберігається лише протягом 15-20 
хвилин, після чого клітинний об'єм всупереч теоретичному прогуоау
(H& ОСНОВІ Творі 1 Kedea-Katcbalaky) «ОЧИНав абІЛЬШуВЬТИСЯ (Ма&4).

-  7 -

Мач. 1. Залежність відносної олові зображення бласк«іра двої- 
клітинного ембріона мин і від ч̂у його еиспозиц 1 в 1. О̂жму вод­
ному розчині м *с і (---- гезретачно розрахована залеЛістьі ххх

- експериментальні значення).



Напевне, після тривало! експозиції ембріонів мил! в розчинах з 
аідввденим вмістом солі їх плазматичні мембрани втрачаоть власти­
вість вибірковоІ.дрснйкноотІ, 1 електроліт здатен проникати всере­
дину кліпни. Б деяких експериментах набухання супроводжується фо­
рмуванням та ростом аа клІтШаїі поверхні мембранних пухирів.

Після того, як ембріони наші були занурені в Ппотонічнчй роз­
чин масі (0.(778 М), спостерігалося їх поступове набухання. Б бага­

тьох випадках прл експозиції клітин в таких умовах процес набуха­
ння супроводжувався формуванням на поверхні плазматичних мембран 
зігот, двох- та чотирьохклІтюших ембріонів миші мембранних пухи­

рів. Цей ефект ми вважаємо зв'язаним з локальним відшаруванням 
плазматичної мембрани від цитоматрилсу. який досягає у цих випад­
ках межі розтягнеиря. Останнє, в свою чергу, зумовлено гелепо­
лі бнимж в̂ластивостями цитоматриссу. Осмотичні сили, які прикла­
даються до клітинної мембрани, вимагають дальшого збільшення 
об'єму кліяин, 1 формування мембранних пухирів 6 безпосереднім 

продовженням процесу їх обводвивання. якому перс.’шодуе обмежене 
розтпгне”ня внутрівньоклІтинного матриксу. Об-ем цитоматрикса при 
цьому не змінюється. 1 осмотична реакція здійснюється, головним 

чином, за рахунок об-ому мембранного пухиря. Слід підкреслити, до 
збільшення об'єму клітини пі* час набухання та формування мем­
бранних пухирів в гіпотонічних умовах відбувається не відразу, я 

після деяко» затримки, яка в обох випадках складає приблизно ЗО 
60 с. Це явище, здається, пов'язано а наявністю специфічних цито­
плазматичних зв'язків та йзобхідаїст® подолання деякого енерге­

тичного бар-єра подо розриву зв'язку плазматично! иембрани з цнго- 

скелетовшяі структурами.
Виявлено ефект ЗМ6ЯЮНЯЯ клітинного об'єму після досягнення їм 

.максимального значення. Подібний ефект спостерігався раніше і для 

іношк типів клітин ( Сйірисва Є.О., Каз?якіна Н.Н. та ін.. ’.387 >. 

Мі вваиачмо. ®о зазначена особливість « наслідком витоку частини 
.внутрішньоклітинного розчину крій макроскопічну пору, до Форму­
вання якої приводить ізотропне роятлгнвния плазматично! мембрани 

за Іюханізмом. t;0 описаний Яовловвм І4.Ш. та Маркішш B.C. (1964). 
Згідно з вашими да&Мя. значення об-ему кліпи, при якому розви­
вається '$«к* розтагнення, в о.отаи-нрку водному розчині масі, скла- 

ДМ I , №*І<3 t O.ISvo.
Коефіцієнт проникності ембріонів миші для молекул води майже

-  8 -
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не залежить від концентрації електроліта в оточуючому клітшш се­
редовищі в оОласті гіпертонічних концентрацій електроліте чтабії) 
Стадія дроблення статистично достовірно не впливає на величину во­
дної проникності плазматичша меизран. Об члена частка осмотично 

неактивних речовин всередині клітин, згідно з нашми даними, скла­
дав приблизно 27*. і

Таблица 1

Залежність коефіцієнта фільтрації плазматичних мембран двох- 

клітиьлих ембріонів миші та об'ємної частки осмотично неактивних 
речовин всередині КЛІТИНИ ВІД концентрації NaCl в позаклітинному 

розчині (рн-?,4( температура 23°0 ) ( р<0, J6.

Концентрація LpxIO13 . а

NaC l , Ы М3/СН

0,078 53,4*8.4
0,6 3,7*0,31 0,28*0,041
0,8 4, £*0,36 0,27*0,0064
1,0 6.0*0,38 0.27*0.04
1.2 ? 2*0,41 0,27*0,04
І.В fc, 1*0,46 0.25*0,05І

Аналіз с держаних .залежностей об-ему клітин від часу свідчить 
про те, що площа плазматичноі мембрани бластоміра двохклі тинного 

ембріона миші може збідивуватися у 1,5 рази без виникнення ізо­
тропного розтягнення. № можна пояснити тим, що близько третини 

площі клітинної мембрани запасено у мікроскладках.
Експериментально одержані залежності відносно! площі фотогра­

фічного зображення яйцеклітин та ембріонів мші при їх експозиції 
а 0,5 та І,0Ы водних розчинах сахарози цілком задовільно погоджу­
ється а теоретичним рішенням рівнянь Kede«-Katchalaky ДЛЯ ЦИХ 

умов, щр дозволяє визначити відповідні транспортні характерис­
тики їх плазматичних мембран.

Коефіцієнт фільтрації плазматичних мембран даазклітшших 

ембріонів миші ,при концентрації сахарози О.бМ складав 
3,35іІО~,3± 0.19 м3/сн, а при концентрації оахароаи > І,ОМ - 
З,Ix!0~,3tO,2I м3/сн* Об'ємна часгка осмотично неактивних речовин 
всередині клітин складає 0,22*0.04 та 0,25*0,05 ари концент­
раціях сахароаи О,5Ы га I.QU. відповідно.

на відаіну від розгинів масі навіть тривала експозиція яйцек­

літин та ембріонів миші в гіпертонічних водних роачинах сахарози



(протягом 40-50 хвилині не викликав втрати вибірково! проникності 
їх плазматичних мембран. ! клітини перебувають у збезводненому 
стані. Як -і передбачав теорія, заміна- гіпертонічного розчину на 
ізотонічний (середовище ДшьОвкко) приводить до вертання клітин­

ного об-ему до первісного значення. Послі дута заміна позаклітин­
ного розчину на розведеш водою у співвідношенні І: І середовище 
Дюльбекко. викликає набухання сластомірів та формування на !х по­
верхні мембранних пухирів.’ Як&ю після цього повернута чібуїлі 
клітини до гіпертонічною розчину сахарози (1,01). то спостері­
гається стиснення клітин в цілому, включаючи І мембранні пухирі.

свідчить про те, до плазматична мембрана д області мембранних 
пухирів не втрачає властивості вибірково! проникності. v

Дослідження осмотично! реакції яйцеклітин та ембріонів 
миші в водних розчинах кріопротекторів.

За допомогою Еолгаометричного методу виміряно кбеф'іівнти про­

никності мейбран яйцеклітин та двохклітинних ембріонів миші для 
молекул ДМСО та 1,2-ІіІ та оО-вмна, частка осмотично неактивних ре­
човин всередині клітин залежне від початкове! молярно! концентра­

ції кр і протектора, температури с 10сС: I5°Gj 25°С) та рн (4.Б-8.6) 
середовища еквґлібрації. та стадії розвитку ембріоне. У роботі 

вгосг■;іЛітовувались водні розчини ДМСО та 1,2-ПД з концентраціями

О,ЗМ: І.28М: 2,ЬоМ; 3.84М та І.ЗЗМ; 2,61»; З.Э5М відпойідно.
Після за Лднення проникність мембран ембріонів милі для |<о- 

лекул ДМСО достовірно збільшується в порівнянні з проникністю мем­

бран яйце кліп® іТвбл.2 ). Ця Ьбсравина св і г'шть про те. до ембрі­
они на рачкіх стадіях дрос.,ення легше насичитв крісрротокгорсм і, 
таким чином, забезпечите їх кріозахист в поріЕЯЯННІ 8 незаплІдоє­

ними яйцеклітина**.
При зниженні температура експозиції процесе збезводнювання та 

повертання клітинного об'єму до первісного значення сповільнюються 

(табл.З).
Енергія авгаваці!, пасивного транспорту молекул ДЯВО крізь пла­

зма тита' марЮранн Йластамір(ів 2-клігинних емСріоіів иині в області 
температур ЦРо-йб̂С складає тз кДж/моль. а рнергія активації про­

цесе переносу молекул воді в тих же умовах складає зЬ.9 кДЖ/моль.
Коефіцієнт проник® ст» мембран tЯйцеклітин та ембріонів миаі 

Ыя молекул ЗМСО зменшується при збільшенні концентрації ДМОО в

-  10 -
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ряду 0.311, І.28М, 2.56М; 3.84М {тЬбл.З).

Таблиця 2.
Залегн1Єть коефіцієнтів фільтрат І. проникності мембран яйце­

клітин (ембріонів) Омииі дня молекул ДІІСО та об'ємної ЧАСТКИ осмо­

тично неактивних речовин всередині клітини від стадії розвитку 

ембріона <Т=25°С: рн=7.4: концентрація ДЮО-3,8411).

Стадія Lp X ІО13 К X ІО7 а
розвитку м3/сн м/с

яйцеклітина 1.00 ±0,05 1.9 ±0,06 0.32 ±0.04
з і  г о т а (1,02 ±0.06 5.2 ±0.07 0.30 ±0. 05
2 - кліт.
ембріоп 1,05 ±0,05 5,3 ±0.СГ7 0,^9 ±0,04

Таблиця 3.
Залежність коефіцієнтів проникності ш/азмапчннх мембран блас­

томерів двохклітинних ембріонів мив! для молекул ДМСО та в̂ди від' 
температури та концентраціІ кріопротектора (рн-7.4).

Температура, Концентрація Кхю*, Lp І  10 Ч  •
°С ДМСО. М м/с m V c h  1

23 0.3 5,32 ±0,06 14.20 «3.10
23 1.28 15.00 ±0.20 9.62 ±0.46
23 2.56 8.Ю ±0.32 3.70 ±0,60
23 3.84 5.30 ±0.07 1.05 ±0,05
15 3,84 2.31 ±0.13 0.73 ±0.06
10 3.84 0 . 98- ±0, 12. 0.59 ±0.05

Проникність плазматичних нембран ембріонів меті для молекул, 
1,2-ПД при збільшенні концентраіі11 цього кріоіфотектора. навпа­
ки. мав тенденцію ЕСІльвуватися . що можливо поб'Я’адо з різним 
впливом 1,2-ПД та ДМСО на мембржн. та цитоскелетові структура 
ембріонів, але. судячи з відомих із літератури двоих модо успім- 
ного вживання цих крішротекторів при кр 1 оконсерьування зародкових 
клітин ишві. згаданий вице вплив в зворотним.

Показано, цо насичення кліпе кр'опротвктором на 90-95* при 
кімнатній температурі відбувається вже за перші 4-5 івилини експо­
зиції в гіпертонічній розчинах ЛІС І за 1-2 хвилини - в гіперто­
нічних розчинах і.2-ПД. після Чого концентрації кріойротектора 
всередині клітини став m te на 2-Бх втив. ні* його концентрація а 
поеаклітинному середовни;. І далі заАааеться майте незмінної).

Концентрація електролЕїїв та іиих розчинених всередині кпіти-



ни речовин дуже ШВИДКО (Протягом 40-60 О) досягав пікового вивчен­
ня, а потім опадав до первісних ado навіть нижчих ва них аначень 
протягом часу, необхідного для повернення об'єму клітин* до пер­
вісного значення (Кал. 2).
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Пал. 2. Теоретично розрахована залежність осмотичного тиску 
(Концентрації) електролітів всередині бластоміра двохклітинного 
еморіона мші протягом його експозиції в з,95М-ному водному роз­
чині 1,2-ЦД (Т-Й&̂О) рн*7,4).

З одержаних нами даних випливав, що шк конценграці 1 електро­
літів всередині клітини ,а тривалість впливу гіпертонічного розчи­
ну солей на вяутр іишьоклітшіні структури збільшуються по мірі зро­

стання вихідно! концентрації крюпротектора в позакл і тинному сере­
довищі *а зменшення проникності меаЮран для колекул крюоротекто- 
ра. Збільшення оО-ему клітин до вначень, що перевищують первісне, 
веде до зниження концентрації електроліту всередині КЛІТИНИ до 
менших, ніж у нормі, значені-

Як в Ізотонічних, так 1 в гіпертонічних водних розчинах ДМСО 
та 1,2-ЦД бластоміри ембріонів миші протягом тривало! експозиції 
досягають розмірів, що перевищують початкові. При цьому спосте­
рігаються слідуючі морфологічні зміненнл. Б 3.84М-Н0МУ водному 
розчині ДМСО, як тільки <іб'ем бластомірів двохклітшашх ембріо­
нів перевищував первісний на 10**6/.. набухання клітини як цілого 
зупинялось. Після цього на поверхні бластомірів в багатьох випад­
ках формувалися мембранні нухжрі. Як правило, спочатку на мембрані 
з являлися невеликі випинання, що маля сферичну форму. Оптична 
щільність пухирів бум sдачно нипаю, НІЖ щільність решти вмісту 
клітини. Границя міх прозорим пухирем та опт ічно щільним вмістом 

клітини була виразною, Об'єм пухирів поступово збільшувався. Крім 
посіуповоі'о росту t̂ o»a»oro окремого пухиря спостерігалося і стриб­

коподібне абільиення радіусів пухирів за рахунок їх влиття. При
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цьому дрібні мембранні пухирі зливалися в більші, а остання, більш 
щільна частина цитоматриксу бластоміра не збільшувалася у розмірі 
або навіт* трохи зменьшується. Імовірно, під час фази збезводнення 
структури всередині КЛІТИНИ ЗбЛЕЛИЖУЮТЬСЯ міх собою, що може при­

вести до формування зшивок міх ними.За рахунок формування сітки 
зшивок цитоматрикс не може розтягуватися під впливом осмотичних 
сил до об'ємів, які значно перевищують первісна значення. Під впли­
вом осмотичних сил плазматична мембрана в деяких випадках відша­
ровується від більш жорстко! структури цитоматриксу, і надалі 
збільшення об'зму клітини відбувається тільки за рахунок сумар­
ного об'єму мембранних пухирів.

У О.ЗМ-ноку водному розчині ДМСО формування мембранних пу­
хирів на поверхні бластомерів двохклітинних ембріонів на відміну 
від випадку 3.84М-Г0 водного розчина ДМСО починається при досяг­

ненні їх відносиш об’ємом значення 1.3IvotQ,09vo. У випадку зі- 
готи формування мембранних пухирів починається, коли відносний 

об-єм досягає значення 1.05vot0.Іуо. Яйцеклітина нв відміну від 
зіготи та ембріонів набухає рівномірно, без формування пухирів, на 
мембрані, II вміст дифузно розподіляється по всьому об-єму кліти­

ни. Цей факт у світлі описаних вище уявлень мою", пояснив тим, що 
запліднювання яйцеклітини приводить до більш міцного структуруван- 
ня II цитоплазми, ніж в початковому (до зашіїдйенняі стані. Додат­

кове структурування цитоплазми після запліднення яйцеклітини по­
винно перешкоджати формування кристалів- льоду всередині клітини 
під час її заморожування і таким чшом підвищувати кріостікісїь 
ембріонів в порівнянні з яйцеклітинами. Приблизно на ЗО-’тій хви­
лині епс&озицП лкиосл і тинного Ембріону або зіготи миші у О.эн­
ному водному розчині ДМСО е деяких випадках спостерігалося видав­

лювання частини плазматично! мембрани за межі zona peiiucida. Це 
йвик . а також аналіз залежностей об'єму клітин від часу свід­
чить про те, що плазматична мембрана ембріон© мав значний резерв 
площі поверхні, що. в свою чергу, функціонально зумовлено специ­
фічною готовністю цих клітин до дроблення.

Аналіз морфологічних змін та особяшоотвй осмотичної поведінки 
ембріонів у Q.3M кому та гіпертонічних водних розчинах ДМСО. від* 
хилення відповіді клітин ви передбаченої з Гюзицій мембранної 

теорії показує, що в регуляції кдіявного об'єму значна роль нале­
жить цитоплазматачним структурам. фтомвтрикс клітини здїбен



чинити опір ді! сил розтягнення s умовах знижено! та підвищеної 
тонічності середовища, що, найімовірніше, зумовлено його фізич­
ними та структурними властивостями. Стиснення клітин внаслідок 
дегідратації не в необидною умовою структурування цитоплазми. 
Згідно г нашими дащми, по мір! набухання ембріонів в 2,Баї та
3.95іІ гаа розчинах 1.2-ПД на мембрані бластомірів З'являлися пухи­
рі при відносному od'fMi 1,06vot0.07vo.а в І,::2Ы-ному водному роз­

чині Д.2-ПД формування мембранних пухирів відбувалось в середньому 
при більш * вищих значеннях відносного об'єму бластомерів - 
I,22vosO,іїо. Але та обставина, що мембранні пухирі під час експо­

зиції клітин в гіпертонічних розчинах З'являються при значеннях 
відносної площі фотографічного зображення клітини, приблизно.
І,ІХлс ідеї ао-иочаткове значення площі фотографічного зображення 
клітини), а у випадку контакту клітин з ізотонічнім розчином - при 
зна<Іно більшої відносної плащі, свідчить про те. що стиснення 
клітии внаслідок початкової дегідратації моаа принести до додатко­
вого структурування їх цитоплазми.

Дослідження осмотичної реакції яйцеклітин та 

ембріонів МИШІ в розчинах -дімегилсульфоксдд - NaCi - 
вода-.

на цочатау експозиції клітии в гіпертонічних розчинах -з.84М 
дасо - n«ci - вода* а концентрацією Naci О.ЗМі O.MIs О.йМ експе­
риментально одержані залежності відносної площі зображення блас­
томерів ембріонів та яйцеклітин миші добре погоджуються з теоре­

тичними, але через деякий час (близько 25-30 хнилин> спостеріга­
ється значне відхилення експериментальних даних від розрахованих. 
Об'єм клітин починаються зо і снуватися (Мал. 3).

Імовірно, що цей ефект, як і у випадках гшертонічрих водних 
розчинів масі, пов-язаний з тим, що мембрани клітин після вказано­
го часу втрачають властивість вибіркової проникності та стають 

прсфшюшми для позаклітинного розчину.
Коефіцієнт проникності плазматичних мембран клітин не залежить 

від концентрації Naci в поааклі тинному середовищі і зростає В ряя/ 

-незапліднеяа яйцеклітииа-зігота-двохкл.тишшй ембр і он-чотирьох- 
•клітинний ембріон* ітабл. 4),

Експозиція клітии у водному розчині, який містить як прашисаю- 
чий до клітини компонент і крюр̂отектор ), так 1 ие проникаючу 
іфізь клітинну мембрану речовину І Г4аС1 ), що створює вищий, ніж
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фізіологічний, осмотичний тиск, 'приводить не тільки до насичення 
клітини кріопротектором до концентрації, яка незначно відрізня­
ється від його позаклітинної концентрації, але й до збезводнення 
клітин

-  15 -

йал.3. Залежність відносної площі зображення бластоміра 
двохкл і тинного ембріона мші від часу його експозиції в тройному
розчині * 3.84М ДМСО - 0.8М NaCL вода * (---- - теоретично
розрахована залежність » ххх - експеримент >.

Таблиця 4.
залежність коефіцієнтів проникності мембран ембріонів мші 

для молекул ДМСО та води від концентрації масі та стаді! розвит­
ку ембріона мші в тройному розчині ’ 3,84Н ДМСО - масі-вода*
( рн =■ 7.4; Т = 25°С ).

Стадія
•дроблення

Концентрація 

HaCL, М

Lp Ш 13 

К3/СН

КіІО7

М/С 1
4-КЛІТ. 0,078 І.36±0.05 ГО. 7±0.1 , 0.27±0,04
2-КЛІТ. 0.078 1,42±0.05 5.6±0.16 0,27±0, 05
2-клІт. 0.16 І.35±0,06 - 5,4±О.ГЗ 0.30±0.04
2-кліт.- 0,30 1,2б±0,06 5,Є±0,2 0,33*0,06
2-КЛІТ. 0.60 I.40tQ,II 5.3±0,І9 0.33*0. ггг
2-кл1т. 0.80 1.42*0,12 б. 1*0,27 j, 34±0.06

Обидва ці фекторе (насичення клітин кріопротектором та їх збе­
зводнення, . накладаючись оди ва - одного, як відомо, знижують 
імовірність формування ЛЬОХУ всередині- КЛІТИНИ. ІІМ підвищують 

кріостійкість ембріонів та яйцеклітин.

ВИ&СВЕИ.

І. Значення коефіцієнта фільтреці І плазматичних мембран яйце­
клітин та ембріонів мші не залегать від концентрації хлориду на* 
рія в гіпертонічному позакл 1 погашу сере довші. а також від 

запліднення яйцеклітини та стаді і роявитКу ембріону/



1 -  16 -

2. Тривала експозиція клітин (25-30 хвилин; у концентрованих 
розчинах ' касі - вода * приводить до втрати плазматичними мем­
бранами яйцеклітин та ембріонів миші властивості вибірково! про­
никності.

3. Значення коефіцієнтів проникності мембран яйцеклітин та 
ембріонів миші для молекул води та кріопротектора залежать від 
вмісту останнього в позаклітинному середовищі; при збільшені кон­
центрації ДМСО від 1,28Ы до 3.84Ы вони зменшуються, а при 
збільшенні концентрації І.2-ПД - збільшуються.

4. Проникність клітинних мембран для молекул ДМСО збільшується 
в ряду - незаплідаена яйцеклітина. - з і гота - длохкл і тинний ембрі­
он - чотирьохклітинний ембріон* і майже не. залежить від концен­

трації NaCi в поз іклітинному середовищі.
5. Об-емна частка осмотично неактивьих речовин всередині ота- 

тевих клітин миші складав 0.27 ± 0,03; біля третини площі поверх­
ні плазматичних мембран ембріонів миші запасено у вигляді мікро- 
бкладок.

6. Експозиція клітин в водному розчині, що містить як прони­
каючий до клітини компонент (кріопротектор). так і не проникаючу 
речовину ( Месі > .що створює вищий, ніж фізіологичний. осмотичний 
тиск, приводить не тільки до насичення клітин кріопротектором, але 

одночасно і до збезводнення клітин.
7. Оптимальний час експозиції яйцеклітин та ембріонів миші у 

розчинах ДМСО та І,2-ПД, необхідний для їх насичення кріопро- 

тектором при температурі 2Ь°С складає 4-6 шлин; пікове ьначення 
концентрації електролітів всередині клітини та тривалість впливу 
гіпертонічного розчину солей на структури всередині клітини збіль­
шуються по мірі росту початкової концентрат І крюпрогектора в по­
заклітинному середовищі та зменшення проникності клітинних мембран 
до нього.

8. Після більш сильного та тривалішого збезводнення клітин, 
а також після заплідненая яцєклітин формування мембранних пухирів 
на їх поверхні протягом дальшго набування відбувається при 0 і л л  
низькому значена і клітинного об'єму.

9. Змінена рн позаклітинного розчину в діапазоні 4,0 - 9,0 не 
має значного впливу на осмотичну реакцію яйцеклітин та ембріонів 
миші протягом їх експозиції в гіво- та гіпертонічних розчинах NaCI 
та кріопротекторів.
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