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I

ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність проблеми. У зв’язку з несприятливим впливом 

навколишнього середовища на організм людини на різних етапах 

постнатального розвитку і особливо у період статевого дозрі­

вання, статевої зрілості зросла кількість безплідних шлюбів і 

складає I2-I8J5. Розв’язати цю соціальну проблему можна лише при 

використанні різних штучних способів зачаття /штучної інсеміна- 

ції, трансплантації ембріонів/, які неможливі без довгостроко­

вого зберігання сперми і ембріонів людина. З цією метою єдиним 

методом є кріоконсервування, яке викликане не тільки широко­

масштабним використанням для лікування безплідності, але також 

і необхідністю збереження генофонду у зв’язку з погіршенням 

екологічних умов і розповсюдженням СНІДу, з необхідністю ство­

рення кріобанків репродуктивних клітин для осіб, що працюють у 

зонах з підвищеною радіацією / Shennan J.K., 1988; І.Ф.Юнда, 

Л.М. Іванюта, Л.Д.Імшинецька, 1990; Gao D.Y., Mazur P., Kleln - 

hana F.W et аі 1992/.

Широко використовуються для консервування гамет повільні 

швидкості їх охолодження по етапній програмі /Ф.І.Осташко,

1978; В.А.Наук, І99І/. Швидкість охолодження сперми людини в 

основних способах їх кріоконсервування обмежена -І6-25°С/хв.

/ Sheraan J.K., 1978; Barkay J., Zackerman H 1982; В.І.Гри­

щенко, Ю.С.Паращук, А.С.Капрельянц, 1984/. Концентрації глі­

церину 1,0-1,5 M у застосованих способах є робочими, однак 

показано, що в концентрації 0,5 M гліцерин в суспензії сперміїв 

може депонуватись у мембрані і приводити до появи в ній дефект­

них зон, до зниження схоронності гамет після їх кріоконсерву­

вання /Strazek J., Toraka Y., Grogowaki., 1983; Hammerated R.H., 

Graham J.K 1992/. У кріобіологічній практиці немає



реальних способів кріоконсервування сперми людини, які б дозво­

лили розгорнути клінічну роботу по інсемінадії кріоконсервова- 

ною спермзз у тих масштабах, які продиктовані запитами клініч­

ної медицини.

Фізичні уявлення про кінетику обезвожування ембріонів ста­

ли основою для твердження про необхідність охолодження в сере­

довищі, яке містить 1-2 M концентрації кріопротекторіз: гліце­

рину, 1,2-пропандіапу, Me2 SO/ Leibo S.P., Mazur P., 1974;

Kaaai M., 1980; Szell A., Shelton J.N., 1986; Zeilmaker J.H.,

Alberda теш Jent et al ., 1984; Leibo S.P., 1992/.

Однак при цьому кріоконсервування ембріонів пов’язане з трива­

лим перебуваншм у екстремальних умовах все зростаючої гіперос- 

молярності, що приводить до збільшення токсичності середовища і, 

таким чином, до зниження зберігання клітин. Поряд з тим рутин­

ний підхід до кріоконсервування ембріонів потребує використан­

ня складного в експлуатації обладнання, тоді як одна із сучас­

них вимог, що пред’являється до таких розробок є, поряд з ефек­

тивністю, спрощення їх реалізації / 1Trounson А., 1986/. Про­

цес кріоконсервування є по суті процесом переводу біологічного 

об’єкту у стан глибокого холодового анабіозу. На етапах цього 

процесу реалізуються такі фізико-хімічні фактори, як холодовий 

шок, кристалізація, гіперконцентрація розчинів, які можуть ви­

кликати загибель біологічних об’єктів /А.М.Білоус, В.І.Грищенко, 

1994; А.О.Дунаева, Ю.Ю.Мікулінський, І.П.Висеканцев та інш., 

1991; А.М.Білоус, Є.0.Гордієнко, І.Ф.Розанов, 1987; В.А.Бонда- 

ренко, Т.А.Бондаренко, С.В.Руденко, 1992; Т.М.Юрченко, В.Ф.Коз­

лова, Б.А.Скорняков та інш., 1989/. У зв’язку з цим зроблені 

спроби скоротити період знаходаення ембріонів в умовах гіперос- 

молярності середовища, що досягається, поряд із зменшенням три­

валості еквілібрації клітин у середовищі кріоконсерванту, знач-
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з
ним зб ільшвнням швидкост і їх охолодження шляхом прямого зану­

рювання заморожених зразків у рідкий азот при підвищенні су­

марної концентрації кріопротекторів до 50-70¾ / R3H  w. F., 

FahyG-Mv 1985; BleryK-A., Seidel G.E., Jr, Elsden R. P. 

1986; В.І.Грищенко, Ф.І.Осташко, Є.Ф.Ісаченко та інш., 1992; 

Renard J. P., 1986; Surrey Е. S., Qulnn P-Jv 1990/. У цих 

ситуаціях, на думку авторів, відбувається вітрифікація рідких 

фах у системі. Однак при цьому істотно підвищити відсоток збе­

реження ембріонів І ЇХ приживлення не вдалося / Trounson А., 

Peura A., Klrby Cv 1987/, так як при використанні вітри- 

фіцируючих розчинів збільшується ризик токсичного виливу ви­

соких концентрацій кріопротекторів. Незважаючи на те, що подіб­

ні підходи не мають явної переваги перед рутинними способами, 

однак вони свідчать про стійко намічені тенденції переходу від 

повільних режимів їх охолодаення до швидких через очевидну пер­

спективу останніх. Поряд з тим, розрахункові дані розміру гід­

равлічної провідності мембрани сперміїв людини для молекул во­

ди, переконують, що межа оптимального режиму охолодження цих 

клітин при низькій концентрації у середовищі заморожування глі­

церину, має знаходитись у діапазоні порядку 7000°С/хв / .Noi- 

Ies Е.Е., Магиг P., Klelnham P. Wv 1992/.

У зв’язку з цим безперечний інтерес має пріоритетна робо­

та українського вченого В.І.Смирнова /1949/, який показав прин­

ципову можливість зберігати морфофункціовальні властивості 

сперміїв більшості сільськогосподарських тварин шляхом заморо­

жування гамет без кріопротекторів у мікрооб’ємі 0,02 мл при 

швидкості охолодаення 5000°С/хв. Надмірно малий об’єм заморожу­

ваних суспензій сперми і нетривала їх схоронність стали пере­

шкодою для впровадження цього методу у практику. В умовах по­

надшвидкого охолодаення вдалось здійснити кріоконсервування



гепатоцитів, фрагментів шкіри і амніотичної оболонки /В.Ф.Та­

расов, 1988; G.Є.Гальченко, 1990; Н.П.Субота, 1994/.

Застосування понадшвидкого охолодження для збереження 

сперми і ембріонів відкриває новий шлях підвищення ефективно­

сті процесу їх кріоконсервування з урахуванням невеликих, але 

достатніх для використання у практиці об'ємів матеріалу.

Слід зазначити, що переважна більшість фундаментальних і 

прикладних досліджень в галузі кріобіології присвячена харак­

теру впливу механізмів індукції і репарації кріопошкоджень у 

біологічних об’єктах при використанні швидкостей охолодження 

у діапазоні від 0,І°С/хв до 300-400°С/хв.

Дослідження по вивченнс перелічених проблем в області 

кріобіології при використанні понадшвидкого охолодження на 

етапі переведення біологічних об’єктів і, особливо сперми і 

ембріонів, у стан глибокого холодового анабіозу поодинокі. 

Враховуючи їх перспективність- і відсутність альтернативних спо­

собів кріоконсервування гамет, доцільна розробка принципово 

нового наукового напрямку У кріорепродуктології, яке дозволи­

ло б розробити високоефективні засоби кріоконсервування цих 

клітин.

Мата j я̂тгячі дослідження. Метою роботи є вивчення деяких 

закономірностей і провідних механізмів кріопошкодаення і кріо­

захисту сперміїв і ембріонів в умовах понадшвидкого охолоджен­

ня і застосування композиційних кріоконсервантів з низьким 

вмістом кріозахисних сполук, які мають різні фізико-хімічні 

властивості. Це необхідно для обгрунтування нового підходу до 

реалізації кріозахисту вказаних видів клітин, і створення на 

цій основі високоефективних способів кріоконсервування, які мо­

жуть бути основою для розробки оригінальних технологічних про­

цесів кріоконсервування гамет та ембріонів.
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Для досягнення даної мети передбачається розв'язати такі 

задачі:

1. Оцінити цитотоксичність вибраних хімічних сполук що­

до сперміїв і ембріонів, визначити найбільш перспективні з них 

дій наступного вивчення їх кріопротекторних властивостей.

2. Вивчити ефективність переходу ембріонів і сперми у 

стан глибокого холодового анабіозу в залежності від швидкості 

охолодження і зміста багатокомпонентного кріоконсерванту в 

умовах багатофакторного експерименту.

3. Вивчити кріозахисну ефективність компонентів кріокон- 

сервантів при охолодженні ембріонів і сперміїв.

4. Визначити ефективність використання мембраностабілізу- 

ичих холінопохідних речовин у складі кріоконсервантів при по- 

надшвидкому охолодженні репродуктивних клітин.

5. Вивчити характер впливу зберігання сперміїв і ембріо­

нів при їх понадшввдкому охолодаенні у середовищі багатокомпо­

нентного кріоконсерванту, а також адаптації сперміїв і ембріо­

нів до низьких позитивних температур і визначити температурні

і тимчасові параметри еквілібраційного періоду.

6. Дослідити ступінь виразності кріозахисної ефективності 

гліцерину і його алкілпохідних щодо сперміїв у залежності від 

значення гідрофільно-лілофільного балансу хімічних сполук.

7. Вивчити характер впливу оптимальних умов уводу репро­

дуктивних клітин і ембріонів у стан глибокого холодового ана­

біозу в умовах понадшвидкого охолодження на збереження їх 

мембран, а також на рівень біосинтезу білка, ДНК, EHK - для 

ембріонів і активності акрозину і глшозо-6-фосфатдегідрогена- 

зи /Г6<ЗДГ/ - для сперміїв людини.

8. Розробити високоефективні, рентабельні, прості в реалі­

зації способи кріоконсервування сперміїв і ембріонів в умовах
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використання багатокомпонентного кріоконоерванту і понадшвид- 

кого охолодження.

9. Провести порівняльне вивчення трансплантації нативних 

і кріоконсервованих ембріонів мишам-рещшіентам і оцінити за­

пліднюючу здатність сперми людини, кріоконсервованої з по- 

надигвидким охолодженням.

Наукова новизна. Вперше обгрунтовані і сформульовані ос­

новні положення наукового напрямку у кріобіології-репродукто- 

логії, заснованого на вивченні механізмів кріопошкодаення і 

кріозахисту сперміїв і ембріонів при використанні їх понадшввд- 

кого охолодження у багатокомпонентному кріоконсерванті, що до­

зволило вперше розробити спосіб широкомасштабного впроваджен­

ня в клініку для боротьби з безпліддям різної етіології.

Вперше науково обгрунтовано альтернативний існуючому 

ефективний спосіб переводу біологічних об’єктів, ембріонів і 

гамет у стан глибокого холодового анабіозу, за допомогою по- 

надшвидкого охолодження і•застосування багатокомпонентного 

кріоконоерванту з низьким вмістом у ньому кріопротекторів.

Вперше встановлено, що в залежності від особливостей мор- 

фофункціональних властивостей сперміїв і ембріонів існують оп­

тимум понадшвидкого їх охолодження.

Показано, що ступінь морфофункціонального збереження ре­

продуктивних клітин залежить від оптимального поєднання режи­

му їх понадшвидкого охолодження і складу поліфункціонального 

кр іоконсерванту.

Вперше встановлена залежність між кріозахлсною активністю 

гліцерину та його алкілпохідних щодо сперміїв і значеннями гід- 

рофільно-ліпофільного балансу у молекулах цих сполук, що стало 

основою як для науково обгрунтованого підходу до трактування 

особливостей їх кріозахзсної дії щода репродуктивних клітин,



так і для створення для них ефективних кріоконсервантів.

Вперше на основі комплексного дослідження морфофункціо- 

нальних властивостей сперміїв і ембріонів, кріоконсервованих 

з понадшвидким охолодженням, включаючи вивчення нуклеїнових 

кислот, активності глюкозо-6-фосфатдегідрогенази і акросопаль­

ного ферменту, білоксинтезуючої активності клітин, цілісності 

їх цитоплазматичної мембрани і акросомального апарату, оцінки 

розвитку ембріонів у культурі, розкриті деякі особливості ме­

ханізмів кріопошкодаення і кріозахисту цього виду клітин при 

їх понадшвидкому охолодженні у середовищі багатокомпонентного 

кр іоконсерванту.

Вперше показано, що мембранотропні похідні холіну мають 

різну активність як компоненти кр іоконсерванту.

Розроблені оригінальні технологічні процеси переводу га­

мет і ембріонів у стан глибокого холодового анабіозу за допо­

могою понадшвидкого охолодження з високим ступенем зберігання 

морфофункціональних властивостей, що необхідні клініцистам- 

репродуктологам. Ці засоби не мають аналогів за кордоном, за­

хищені патентами, легко реалізуються, засновані на сполучен­

ні понадшвидкого охолодження, що досягається за допомогою прин­

ципово нового підходу до його реалізації і низького вмісту у 

кріоконсерванті кріопротекторів та мембраностабілізуючої речо­

вини.

Теоретичне і практичне значення Роботи.

І. У процесі комплексних досліджень вивчені загальні за­

кономірності кріопошкодаення і кріозахисту сперміїв і ембріо­

нів в умовах понадшвидкого охолодження і дії багатокомпонент­

ного кріоконсерванту з включенням до його складу мембраноста- 

білізуючих речовин. Це розширило існуючі уявлення про роль фі­

зичних і хімічних факторів у реалізації кріозахисту репродук-
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тивних клітин і ембріонів і дозволило обгрунтувати нові підхо­

ди до підвищення їх зберігання в умовах глибокого заморожуван­

ня.

2. На прикладі включення до кріоконсерванту алкілпохід- 

них гліцерину показано вплив зміни гідрофільно-ліпофільного 

балансу в кріобіологічній системі на ефективність кріозахисту, 

Встановлена кореляція між кріопротекторними властивостями що­

до сперміїв і ембріонів при їх понадшвидкому охолодаенні і 

вказаним фізико-хімічним параметром гліцерину та його алкілпо- 

хідних сполук. Визначена межа, до якої можливе збільшення гід­

рофобності кріопротекторів у відношенні репродуктивних клітин 

без зниження їх кріозахисних властивостей. Це дозволило вивчи­

ти деякі особливості інтегрального кріозахисту репродуктивних 

клітин і ембріонів, а також їх окремих структур при понадшвид­

кому охолодаенні цих біооб’єктів у середовищі хімічних сполук 

з спрямованою зміною фізико-хімічних властивостей, що послужи­

ло основою для розробки високоефективних кріоконсервантів для 

цих клітин.

3. Встановлено, що місцем прикладення осмотичних сил у 

кріобіолог ічній системі в умовах її понадвюидкого охолоджен­

ня перш за все є цитоплазматична мембрана репродуктивних клі­

тин. Вивчення впливу на цитоплазматичну мембрану сперміїв і 

ембріонів мембраностабілізуючих речовин /холінів/ дало можли­

вість визначити шляхи спрямованої корекції морфофункц і овально­

го стану клітин в умовах їх понаднвидкого заморожування.

4. Дослідження залежності між схоронністю сперміїв і емб­

ріонів, визначеної з комплексу морфофункціональних тестів, 

включаючи оцінку цілісності мембран клітин за допомогою флуо­

ресцентних зондів, активності ряду локалізованих у ній і в 

клітинах ферментів визначення акрозину і Г6ФДГ, біосинтезу



РНК, ДНК, білка і температур во-тимчасовими параметрами проце­

сів адаптації і еквілібрації, а також складом кр іоконсерванту, 

режимами понадшвидкого охолодження, дозволили вивчити деякі 

особливості кріопошкоджень і кріозахисту цих клітин в умовах 

понадшвидкого охолодження, розробити основні принципи ефектив­

ного зберігання цього виду клітин при їх консервуванні.

5. Знайдені закономірності дії на репродуктивні клітини 

і ембріони понадшвидких охолоджень і композиційних кріокон- 

сервантів дозволили розробити високоефективні способи кріокон- 

сервування цього виду клітин, які відрізняються простотою ре­

алізації і економічністю і дозволяють зберегти їх на рівні на- 

тивних і повністю задовольнити попит клінічної практики у ре­

продуктивному матеріалі на сучасному етапі.

6. Спосіб кріоконсервувапня сперміїв з понадшвидким охо­

лодженням впроваджено в клінічну практику в Україні і в Росії. 

Ефективність впровадаеного засобу кріоконсервування репродук­

тивних клітин була підтверджена високим відсотком вагітності, 

яка закінчувалась народженням повноцінних дітей, після викори­

стання клітин як для штучної інсемінації спермою донора і чо­

ловіка, так і у програмі OIB для штучного запліднення ооцетів.

7. Лікувальним установам була надана практична допомога в 

організації кріобанків репродуктивних клітин при лікуванні без­

пліддя різної етіології. Організація кріобанків сперми донорів 

полегшила роботу по її добору індивідуально для кожної пацієнт­

ки, згідно з фенотипічними ознаками, групою крові, резусом-на- 

лежності та іншими ознаками, а також дала можливість тривалий 

час зберігати репродуктивні клітини в умовах глибокого охолод­

ження, що дозволило обстежити сперму по ряду тестів, включаю­

чи дослідження на CHІд і гепатит.

8. На основі матеріалів виконаних робіт отримано 20 патен-
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тів(США, Великої Британії, фРН, Франції, Японії, Росії і Укра­

їни).

9. Показана перспективність подальшого розширення дослід­

жень для розробки технології кріоконсервування сперми і ембрі­

онів в умовах понадшвидкого охолодження.

Основні положення, які виносяться на захист.

1. Розроблено новий напрямок у кріобіології-репродуктоло- 

гії, заснований на понадшвидкому охолодженні клітин у сере­

довищі поліфункціонального кріоконсерванту з низьким вмістом 

компонентів.

2. Встановлен вплив понадшвидкого охолодження на схорон­

ність репродуктивних клітин і ембріонів.

3. В умовах понадшвидкого охолодження показана доціль­

ність застосування композиційних кріоконсервантів, які містять 

низькі концентрації ендоцелюлярних і змішаної дії кріозахисних 

сполук і мембраностабілізуючої речовини.

4. Кріопротекторна активність алкілзаміщених гліцерину 

визначається значенням фізико-хімічного параметру - гідрофіль- 

на-ліпофільному балансу при понадшвидкому охолодженні репара- 

тивних клітин.

5. З метою максимального зниження негативного впливу на 

мембрани фізико-хімічних факторів, які реалізуються на етапах 

кріоконсервування біологічних об'єктів з понадшвидким охолод­

женням, до складу кр іоконсерванту включені мембраностабілізую- 

чіб сполуки з числа холінів.

6. Після консервування ембріонів за допомогою оптимальних 

режимів при понадшвидкому охолодженні у них розвиваються не- 

летальні репаруємі пошкодження. Це виходить із динаміки вивчен­

ня біосинтезу ДНК, РНК, білка у ембріонах, які перенесли по- 

надшвидае охолодження і подальше культивування.



7. Комплексні дослідження цільності сперміїв і ембріонів 

проведені на всіх етапах циклу кріоконсервування, дозволили 

науково обгрунтувати оптимальні умови, які необхідні для 

успішного їх заморожування з метою тривалого зберігання і клі­

нічного застосування.

Апробадія роботи. Основні матеріали дисертаційної роботи 

обговорені і отримали схвалення на міжнародних конференціях:

X, The Society for cryobiology. International meeting.

Cryo 1991. 28 th Annual Meeting,7 - 12 July, 1991. - 

Leuven

2. 7 Syrapoaium uder Problem der Tieftemperatur Konservie- 

rung Zellen, Geweben und Organen, Berlin, 6 - 8  May, 

1991

3. Current progress in cryobiology. International Confer^-* 

21- 25 April, 1992, Kharkov, Ukraine

4. Наукова конференція. Інститут репродуктивної генетики, 

м.Чікаго, США, 1992.

5. З’їзд українського товариства кріобіології і кріомеди- 

цини 18-20 жовтня 1995, м.Харків, Україна, 1995.

6 . The Society for oryobiology. International meetiBg 

Cryo 1997. 34 th Annual Meeting . 8 - 12 June, 1997

Публікації матеріалів дослідження. За матеріалами дисер­

тації опубліковано 40' робот ., із них 12 статей, 18 патентів 

(США, Франції, Великої Британії, ФРН, Японії, Росії і України),

Обсяг та структура дисеотадіг. Робота виконана у рамках 

теми 2.2.6.66 "Вивчити механізм підвищення фертильності гамет 

і стійкості фетальних клітин лвздини і тварин при впливі низь­

ких температур в сполученні з іншими фізико-хімічними факто-
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рами".

Дисертаційна робота складається із вступу, огляду літера­

тури, опису матеріалів і методів дослідження, 6 глав власних 

досліджень і їх обговорення, заключения, висновків і списку 

літератури, які містять 555 джерел, із них 194 вітчизняних і 

361 зарубіжних.

Робота викладена на I S l  сторінках машинописного тексту, 

крім того ілюстрована 2. S' малюнками і таблицями,

і .Д9.СДШ9ДЯД.

Об’єкти дослідження.

Ембріони. Для роботи використали лінейних мишей C57BI /6, 

СВА/Іас, Fj/CBA х C57BI /6, C B w А. З метою збільшення кілько­

сті передімплантаційних ембріонів овуляцію стимулювали гонадо- 

тропінами: /ГСЖ/ - гонадотропін сироватки жеребої кобили і 

ХГ /людський хоріогонічний гонадотропін/, вводячи їх самицям 

перед спарюванням по класичній схемі /А.П.Дибан, 1974/. Ембрі­

они вимивали із репродуктивних шляхів на стадії морули на

З, 5 день після спарювання.

Сперма яонорів. Сперму одержували від здорових мужчин. 

Еякуляти збирали шляхом мастурбації через 48 годин сексуальної 

абсистенції в чашки Петрі і після 30-хвилинного розрідження у 

термостаті при +37°С сперму застосовували в експериментах

/ Мас Leod , Gold.,1951/.

Оцінка схоронності ембріонів. Об’єктом дослідження були 

ембріони на стадії морули до і після кріоконсервування. їх мор­

фологічна оцінка здійснювалась за допомогою бінокулярної лупи 

МБС-9 і м і к р о с к о п у (Biolar) /Манк, 1990/. В дослідах були вико­

ристані морфологічно повноцінні ембріони. Культивування ембріо­

нів до і після кріоконсервування проводили в інкубаторі у се­

редовищі XSMaF-IO, з модифікованому середовищі Віттена з добав-



кою Hspe3 , по методиці О.П.Еерезовської, Л.М.Межевікіної, 

Б.Н.Вепренцева /1986/. Активність процесів біосинтезу ДНК, РНК, 

білка вивчали за допомогою помічених попередників %-тімідіну, 

3H-уридіну і %-лейцину, відповідно/ Anderson G.в.,Poot Н.Н., 

1975/. Цитотоксичність хімічних з’єднань алкілзаміщених гліце­

рину вивчали після одногодинної їх експозиції з ембріонами 

при +22°С /А.П.Дибан, 1985/. йібріони відмивали від кріопро­

текторів середовищем культивування і переносили у використо­

вуване культуральне середовище.

ILHjiSfliQTiSt ІИТРВДаатЩЯИК,МЧНСІМД*. визначали за допомо­

гою флуоресцентних зондів, з використанням етидіум броміда 

/ES/ і аніл іно-нафталін-8-сульфонату /АНС/ згідно з рекоменда­

ціями Є.Я.Мельникової, В.Н.Карнаухова, В.А.Дриняева і інш. 

/1982/. Флуоресценцію оцінювали за допомогою мікрофлуориметра 

МСФ-2 при довжині хвилі флуоресценції 610 і 570 Нм, відповід­

но.

Трансплантацію інтактних і розморожених ембріонів на 

стадії морули здійснювали хірургічним методом у ріг матки псев-. 

довагітним мишам лінії G W B A  /А.П.Дибан, 1974/. Народження ми­

шенят фіксували на 21 день після трансплантації. Транспланта­

цію у матку інтактних і розморожених ембріонів нехірургічним 

методом проводили по методичним рекомендаціям /М.Н.Зубін, 

Б.Н.Вепренцев, 1988/.

Вивчення СХОРОННОСТІ сперм іїв .

Кількість рухомих сперміїв визначали під мікроскопом при 

збільшенні X 500 у термостатируючій камері при температурі 

+37°С і розраховували по відношенню до всієї кількості сперміїв 

у % /М.А.Кунін, 1973/. У роботі використали еякуляти, в яких 

є понад 40¾ нормальних морфологічних форм /Манк М, 1990/.

Конпентоапію сперміїв визначали шляхом підрахунку їх кіль-
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кості у камері Горяєва і визначали в млн. в І мл сперми /Бра­

уде, 1990/.

Акроскопічний тест. Метод заснований на ефекті відбитого 

світла, яке проходить через темпопільний конденсор, який до­

зволив оцінити стан акросоми /І.І.Соколовська, Г.Б.Бронська, 

А.Д.Суботін та інш., 1985/.

Час переживания сперміїв визначали в годинах, визначаючи 

через кожну годину, протягом 6 годин, інкубації при темпера­

турі +22°С кількість рухомих сперміїв /В.К.Мілованов, 1962,

C .1.Сердюк, 1977/.

Виживаємість сперміїв після розморожування оцінювали у 

відсотковому відношенні числа активно рухомих гамет після 

відігріву до числа активно рухомих сперміїв до заморожуван­

ня І визначали У % / Guerin Y.f Menezo W., Czaba А.,
1979/.

Дитотоксичність визначали шляхом підрахунку рухомих спер­

міїв до і після інкубації при +37°С в кріоконсерванті без і 

при включенні до його складу кріопротекторів /В.І.Грищенко та 

Інш., 1987/.

Активність акрозину оцінювали за допомогою колориметра 

КФК шляхом нефелометричного визначення кількості казеїну нероз- 

щепленого ферментами, екстраг ірованими при заданих умовах із 

гамет /І.І.Соколовська, А.Б.Бронська, А.Д.Суботін і інш., 

/1980/.

Активність глюкозо-вчЗЬосФатдегідрогенази /Г6ВДГ/ визнача­

ли на спектрофотометрі СФ-5 відповідно з Guerin Y., Menezo W., 

Czuba А., 1979 по зміні швидкості відновлення НАДФ В

інкубаційному середовищі при насичених концентраціях субстратів 

і конфакторів, оптимальному значенні pH і концентрації фермен­

тативного білка і визначали в активності фермента у Нмолях
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НАДФ Н, яка утворювалась за І хвилину в розрахунку IO сперміїв.

Запліднюючу здібність сперміїв оцінювали сумісно з спів­

робітниками кафедри акушерства і гінекології Харківського Дер­

жавного медичного університету по настанню вагітності реціпі- 

єнток після їх штучної інсемінації суспензією розморожених 

клітин.

Контейнери ддя кріоконсервування сперміїв обсягом 0,5 мл 

і ембріонів - 0,3 мл виготовляли із харчової фольги аліроген- 

ної, нетоксичної, стерильної, одноразового використання.

Кріоконсервування ембріонів і сперміїв. Заморожування 

сперміїв і ембріонів проводили у контейнерах по розробленим 

методикам /В.І.Грищенко, Ю.В.Калугін, Н.А.Лучко, Є.НЛерниш, 

1985; В.І.Грищенко і інш., 1988/ з використанням поліфункціо- 

наяьних крхоконсервантів і понадшвидких охолоджень, які дося­

гались шляхом занурювання контейнерів з біоматеріалом в охолод­

жені до температури рідкого азоту порошки металів. В залежнос­

ті від поставленого завдання змінювали кріоконсервант і діа­

пазон понадшвидкого охолодження.

Дослідаення тимчасових і температурних параметрів еквілі- 

брації і адаптації сперміїв і ембріонів здійснювалось у діа­

пазоні температур +40C - +22°С і тимчасовому інтервалі до 60,

90 хв при швидкостях охолодження клітин в діапазоні від 

3000 К/хз до 9000 К/хв. Розморожування сперміїв і ембріонів 

здійснювали занурюванням контейнерів з кріоконсервованим біо­

матеріалом у водяну баню при +4І°С. В усіх дослідах в якості 

контроля використали нативні клітини /спермії, ембріони/.

В дослідженнях були використані реактиви фірми " Serva ", 

"Союзреактивхім", "Реанал" чистоти о.с.ч, х.ч.. ч.д.а. і фар­

макопейні препарати, у тому числі холіна-хлорвд, ацетілхолін і 

карбохоліНт а також кріопротектори: гліцерин, 1,2-пропандіол,

15
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дао.
Алкілзаміщені провідні гліцерину І-монометиловий ефір 

гліцерину /І-ММЕГ/, І-моноетиловий ефір гліцерину /І-МЕЕГ/, 

1,3-діметиловий ефір гліцерину /1,3-ДМЕГ/ були синтезовані 

/С.В.Кощій, Л.А.Ханіна, 1990/, очищені і піддані ідентифікації 

відділом кріопротекторів ШК і K HAH України /зав.відділом, 

д.б.н., проф. В.Й.Луговий/ після чого були люб’язно представ­

лені нам для проведення досліджень.

Статистична обшбва.даних здійснювалась по методу Фішера- 

Ст’щдента /Є.К.Меркур’єва, 1964, І.П.Ашарін, Н.Н.Васил’єв,

В.А.Амбросов, 1975/.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Відомо, що підвищення швидкості заморожування будь-яких 

біооб’єктів, включачи спермії і ембріони, дозволяє знизити 

утримання в середовищі заморожування будь-яких хімічних компо­

нентів, які в робочих концентраціях використовуються в більшо­

сті існуючих засобів і негативно відбиваються на життєздатно­

сті клітин ще до їх охолодження. В зв’язку з цим є доцільним 

досліджувати дитотоксичність деяких речовин, які включені у 

склад кріоконсерванту при понадавидкому переводі біологічних 

структур у стан глибокого анабіозу.

У результаті досліджень цитотоксичності ряду з’єднань, за­

стосованих у експериментах, встановлено, що доцільно викори­

стати для кріозахисту сперміїв і ембріонів гліцерин і його ал- 

кільні похідні в концентрації не більш 0,5 м.

B умовах повного факторного експерименту при варіюванні 

кількістю компонентів, їх вмістом в кріоконсерванті і понад- 

швидким охолодженням ембріонів встановлено, що при включенні у 

склад кріоконсерванту 20¾ гліцерину і 0,5 M сахарози при швид­
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костях охолодаення - 9000 К/хз, після розморожування, кіль­

кість схоронених ембріонів була максимальною, але не перевищу­

вала 49, 16¾. Треба думати, що це пов'язано з надмірною дегід­

ратацією клітин і пошкоджуючою дією "ефекту розчину1* при недо­

статньому кріозахисті ендоцелюлярних структур в даних умовах.

Це підтверджено результатами наступної серії дослідів, коли у 

склад кр іоконсерванту були введені кріопротектори: гліцерин і 

1,2-пропандіол в концентрації не більш 0,5 M кожного, а в чи­

сло компонентів не входила сахароза. Максимальна схоронність 

ембріонів досягалась при вказаному складі кріоконсерванту і 

швидкості охолодження 9000 К/хв і складала 60,5¾. Одержані ре­

зультати свідчать про те, що ведучу роль при розробці ефектив­

них умов кріоконсервування поряд з понадшвидким охолодженням, 

відіграють кріопротектори, які з різною швидкістю проникають у 

клітини. Так, введення у склад кр іоконсерванту, поряд з гліце­

рином і 1,2-пропандіолом, Me2 SO в низькій концентрації не 

більш 0,5 Mt дозволило досягти підвищення схоронності ембріонів 

до 78,45¾. Однак для того, щоб одержати максимальну схоронність, 

яка досягає 94,86¾ розвитку в культурі /мал.І/, ураховуючи, що 

поруч з дією гіперконцентрованих розчинів і можливим розвитком 

внутріклітинної кристалізації /Є.Ф.Гордієнко, 1.Ф.Розанов,

1996/ при понадшвидкому охолодженні ембріонів місцем прикладен­

ня осмотичного фактору є цитоплазматична мембрана, у трьохкомпо- 

нентний кріоконсервант була введена в оптимальній концентра­

ції мембраностабілізуюча речовина - холіна-хлорид. Його кріо- 

захисна ефективність, досліджена в умовах повного факторного 

експерименту, виявилась вищою, ніж у ацетілхоліну і карбохоліну.

Можлива пошкоджуюча дія понадшвидкого охолодження у відно­

шенні цитоплазматична! мембрани привела до необхідності деталь-
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Мал.І. Морфологія ембріонів до і після кріоконсервування 
по оптимальній програмі: А - до кріоконсервування; Б - після 
розморожування; В - після розморожування і розвитку в культурі 
до стадії виходу бластоцисти.

но вивчити її схоронність, а також бластомірів ембріонів за 

допомогою флуоресцентних зондів: AHC і ЕБ, показано, що після 

заморожування-відтавання цих клітин на стадії морули, інтен­

сивність флуоресценції мембран ембріонів вірогідно підвищуєть­

ся на протязі 20 хвилин, після додатку в них зонду AHC. Це ха­

рактерно для ембріонів при відмінному ступені їх морфологіч­

ної схоронності в порівнянні з контролем /мал.2/.

При максимальній схоронності ембріонів ступінь флу­

оресценції мембран клітин у випадку вказаного часу вірогідно, 

але незначно відрізнялась від інтенсивності флуоресценції ін­

тактних. клітин.'36 ільшання флуоресценції мембрани кр іоконсер- 

вованих клітин можна пояснити зміною її фізико-хімічних влас­

тивостей. Це можливо здійснюється за рахунок латеральної сепа­

рації ліпідів і збільшенням кількості місць зв'язування зонду
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AHC з полярними ділянками 
фосфоліпідів і гліцерино­

вими залишками, а також 

неполярними зондами би­

ків /А.М.Білоус, В.А.Бон- 

даренко, 1978, В.Н.Карна- 

ухов, 1976/. Флуоресценція 

мембран клітин морули з 

частково зруйнованими дво­

ма бластомірами і послі- 

дуючим після розморожуван­

ня культивуванням /мал.2/ 

не мала на етапі першого 

підвищення її інтенсивно­

сті і вираженого плато 

вірогідних відрізнянь в по­

рівнянні з непошкодаеними 

ембріонами після розморо­

жування. Це зв’язано, тре­

ба припустити, з тим, що 

зміна властивостей мембран клітин незначна і легко репарується 

в процесі культивування. Інтенсивність флуоресценції мембран 

клітин ембріонів з повним руйнуванням в них двох бластоміріз 

вірогідно /р^ 0,05/ на 46,7¾ перевищувала флуоресценцію мембран 

клітин, які перенесли кріоконсервування без видимих змін. В 

порівнянні з останніми у випадку пошкодження 50¾ бластемірів 

інтенсивність флуоресценції мембран клітин збільшилась вірогід­

но більш ніж у 2 рази /мал.З/. Руйнування в процесі засюрояу- 

зання-зідтазання усіх бластомірів ембріона додає кривій флуорес­

ценції вертикальну направленість.

Мал.2. Вплив заморожування- 
відтавання на флуоресценцію емб­
ріонів з AHC відмінного ступеню 
їх морфологічної схоронності.
□ -нативн і ембр іони; морули 
після розморожування: *  -з чіт­
ко визначеними бластомірами,
-f -з частковим руйнуванням двох 
бластомірів,* -з повним руйну­
ванням двох бластомірів, 
і -флуоресценція після додат­

ку детергенту.
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Одержані результати 

дозволили виязити, що на 

фоні порушеная морфології 

клітин ембріонів, змінюють­

ся властивості їх мембран. 

Ступінь змін властивостей 

мембран клітин ембріону ко­

релює з ступенем порушен­

ня морфології клітин, з 

кількістю морфологічно по­

шкоджених клітин в ембрі­

оні.

У всіх ситуаціях харак­

тер кривих зміни флуорес­

ценції ембріонів до і піс-
Мая.З. Вплив кріоконсерву- __ ........ .

вання на інтенсивн ість флуоресцен- хоконсервузання одна-

при C
Зластомірів: а -нативні ембріо­
ни; ж -ембріони після кріокон- 
сервування; +  -ембріони з 50% 
зруйноуванням бластомірів;
■ -ембріони з повністю зруй­

нованими бластомірами;
S -флуоресценція після додат­

ку детергенту.

p y ^ n j f 5 o I M<iPI o K B3p 3 S m  ковий* Я* kPhbhs »іші ін­

тенсивності флуоресценції 

відзначається два підйома і 

два плато, до використання 

детергентів і після. Судячи 

по характеру зміни'ступеню 

флуоресценції, детергенти змінюють фізико-хімічні властивості 

компонентів мембран, кріоконсервованих клітин у більшому ступе­

ні ніж нативних. Можна припустити, що детергенти дозволяють ви­

явити нелетальні пошкодження, які розвиваються в мембранах піс­

ля кріоконсервування. Одержані результати свідчать про те, що 

зміна фізлко-хімічних властивостей мембран у результаті понад- 

швидкого охолодження розвивається в динаміці.
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В особливих серіях експериментів вивчався вплив різних 

етапів кріоконсервування на активність біосинтезу ДНК, PHK та 

білка по даним включення попередників 3H-Th m ідіну, 3H-Jpідіну 

і %-лейцину, відповідно в клітини ембріонів /стадія морули/, 

кріоконсервованих за допомогою оптимальних режимів понадшвид­

кого охолодження.

Інтенсивність біосинтезу ДНК в бластсмірах ембріонів з 

усіх проведених серіях вірогідно не змінювалась порівняно 

з контролем. Включення наміченого попередника 3H-Tsua ід іну в 

ембріони як після адаптації при +4°С, так і після понадшвид­

кого заморожування з попередньою адаптацією, або без неї, а 

також у випадку заморожування-відтавання ембріонів з послідов­

ним культивуванням відповідало рівню цього процесу в нативних 

клітинах /мал.4/.

При досліджен­

ні біосинтезу PHK в 

ембріонах встанов­

лено, що холодова 

адаптація ембріонів 

протягом І години 

при +4°С вірогідно, 

але незначно, подав­

ляла біосинтез PHK 

у них /мал.5/. Звер-

% Мал.4. Включення попередників ДНК 
-тимідіну в клітини ембоіонів да і пі- їае на себе увагу 

сля кріоконсервування: І - нативні емб- .. 
ріони; 2 - після холодозої адаптації; той факт, що інтен- 
3 - п ісля кр іоконсервування по оптималь-
ніЗ програмі; 4 - після кріоконсервуван- сивність біосинтезу 
ня з холодовою адаптацією; 5 - кульгаву-
аання п іс ля  розморожування. п іс ля  понадшвид­

кого охолодження збільш ується на 64¾ /р < O,05/, що, можливо, 

зв 'язано  із  зміною біосинтетичнах процесів  деяких спецнфіч-
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Мал.5. Включення попередника 'п-урідіну в клітинах 
ембріонів до і після дріоконсервузання: І - нативні ембріо­
ни; 2 - після холодової адаптації; 3 - після кріоконсерву­
вання по оптимальній програмі; 4 - після кріоконсервування 
з попереднього холодовою адаптацією; 5 - культивування емб­
ріонів після розморожування без холодової адаптації перед 
консервуванням; 6 - попередня І-годинна холодова адаптація 
перед кріоконсервуванням ембріонів і додаткове І-годинне 
їх культивування після консервування.

них білків, які беруть участь в репараційних процесах. Холодо­
ва адаптація з подальшим кріоконсервуванням викликала невели­

ке, але вірогідне 0,01/ зниження біосинтезу PHK порівня­

но з інтенсивністю цього процесу у клітинах, кріоконсервова- 

них без попереднього охолодження /мал.5/.

Це, очевидно, зв’язано з тим, що інгібірування біосинте­

зу PHK при годинній адаптації ембріонів стало зупинкою з роз­

витку постстресорної активації біосинтезу РНК, обумовленої 

кріоконсервуванням клітин. Додаткове культизування ембріонів 

після деконсервування без попередньої адаптації, виявило більш 

активний вплив на біосинтез в них РНК, ніж холодова адаптація
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/мал.5/. Це зв'язано, треба припустити, з більш швидким вклю­

ченням репараційних механізмів при культизузанні, які сприя­

ють нормалізації біосинтетичних процесів.

Ні гіпотермічний вплив /адаптація/, який передував замо­

рожуванню ембріонів, ні культизузання їх після кріоконсерву­

вання при 37°С не нормалізували повністю біосинтез РНК, хоча 

вірогідно і знижували його. Тому з метою нормалізації проце­

су біосинтезу PHK використали також сполучену дію на ембріо­

ни холодової адаптації, понадшвидкого заморожування і наступ­

ного культивування. Однак повної нормалізації біосинтезу PHK 

і в цьому випадку не відбулося - відрізнення з контролем за­

лишалось вірогідним /р<£0,05/. Обраховуючи це, а також для 

спрощення способу понадшвидкого охолодження в наступному ми 

виключили етап адаптації при +40C і використали після кріокон­

сервування культивування.

При вивченні біосинтезу білка в ембріонах відмічалось 

вірогідне, порівняно з контролем, зниження включення %-лей- 

цину в ембріони через І годину їх інкубації при Ї4°С /мал.6/, 

що характерно і для біосинтезу PHK в цих умовах /мал.5/, а 

також властиво ряду клітин другого виду /А.О.Цуцаєва, Ю,Ю.Мі- 

кулінський, 1986/.

Кріоконсервування ембріонів без попередньої холодової 

адаптації викликало вірогідне /р<0,05/ підвищення біосинтезу 

білка порівняно з контролем /на 50?/. Причому цей процес вия­

вився декілька менш інтенсивним, ніж у випадку біосинтезу РНК. 

Це, імовірно, зв’язано з необхідністю з декілька меншій мірі, 

у випадку біосинтезу білка, включення компенсаторних механіз­

мів, направлених на нормалізацію функції ембріонів. Застосу­

вання холодової адаптації перед понадшвидким заморожуванням 

ембріонів сприяє зниженню інтенсивності біосинтезу білка в них
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після відігріву. 

Причому зниження 

біосинтезу білка 

було більш вираже­

ним, ніж відміче­

на при кріоконсер- 

вузанні ембріонів 

без холодової 

адаптації.

Встановлено, 

що культивування
інші, и. Abxja-oti iwi'D ашиїгппл її—лищд-

ну в ембріони до і після кріоконсервуван- кріоконсервованих 
ня: І - нативні ембріони; 2 - після холо­
дової адаптації; 3 - після кріоконсерву- без попередньої 
вання; 4 - після кріоконсервування з по­
передньою холодовою адаптацією; 5 - куль- адаптації ембріо- 
тивування ембріонів після розморожування.

нів після розморо­

жування сприяло повному відновленню швидкості біосинтезу біл­

ка в аих /мал.6/.

Однак ефектизність цього процесу має свої обмеження. Так, 

коли ембріони кріоконсервувались після 20-40-хвилинної екзіліб- 

рації в середовищі кріоконсерванту при +22°С, то наступне пі­

сля розморожування, культивування знижало зр ізший рівень біл­

ка до контрольного значення /мал.7/. Разом з тим культивуван­

ня розморожених ембріонів, кріоконсервузанню яках передувала 

90 хв акзілібрація у кріоконсерваяті при тих же температурних 

умовах, не викликало вірогідного , порівняно з контролем, зни­

ження біосинтезу білка.

Застосування після деконсервації ембріонів короткочасно­

го культивування дозволяє відновити до нормального рівня біо­

синтез білка, що сприяло успішній змбріотрансплантації і пост- 

траясплантаційному пер іоду.
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При інтеграль­

ному оцінюванні сту­

пеню аорфофункціо- 

нальної схоронності 

ембріонів мишей,крі­

оконсервованих по 

розробленому спосо­

бу, за допомогою 

трансплантації піс­

ля розморожування 

самицям-рецші і з н- 

там, здійснених не- 

хірургічнлм і хірур­

гічним шляхом, вста­

новлено, що пр кількості клітин , які прижилися у репродук­

тивних шляхах тварин, термінам наступу і розвитку вагітності 

і кількості помету не спостерігалось відмін від значень ана­

логічних показників при їрансплантації нативних клітин.

Була вивчена ефективність кріоконсервування сперміїв в 

залежності від значень понадшвидкого охолодження і компонентів 

складу кріоконсерванту в умовах багатофакторного експеримент- 

ту. Сперму людини еквілібрували у кріоконсерванті, З утриман­

ням у ньому кріопротектора у концентрації менш 0,5 М, в алюмі­

нієвих контейнерах у об’ємі 0,5 мл і заморожували з швидко­

стями від 3000 К/хв до 9000 К/хв. Установлено, що максимальна 

кількість рухомих сперміїв була в зразках, заморожених з швид­

кістю 3000-5000 К/хв, їх виживаємість становила 89,21¾. При 

цьому найбільш високий процент схоронності сперматозоїдів був 

у тому випадку, коли у склад кріоконсерванту була введена

Мал.7. Вплив тривалості еквілібра- 
ції на біосинтез білка в ембріонах:

І - після кріоконсервування; 2 - додат­
кове культивування після кріоконсерву­
вання; 3 - нативні ембріони.
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мембраностабілізуюча речовина - холіна-хлорид. Ураховуючи

великий вшіив фізико-хімічних умов середовища на схоронність

біологічних об’єктів /В.Й.Луговий, Л.А.Ханіна, С.В.Кощій,

ВЛеканова, 1992, 1994/, у наступній серії експериментів вив-
V щодо сперміїв ,

чені кріозахисні властивості ряду алк ілзам іщенихглщврйн̂в 

залежності від значень гідрофільно-ліпофільного балансу цих 

речовин. Було встановлено, що кріозахисні властивості І-ММЕГ, 

гідрофільно-ліпофільний баланс яких знижений у бік гідрофоб­

ності на 1,17, порівняно з гліцерином, буаш аналогічні глі­

церину. Подальше падіння гідрофільности і зростання гідряфоб- 

ності у молекулі I-MRKT порівняно з цим показником для I-MMET, 

на 0,62 викликав вірогідне падіння кріопротекторної активно­

сті у етильного заміщеного гліцерину. При цьому різниця у 

кріозахисній ефективності склала 20,5¾. Зміщення гідрофобно- 

ліпофільного балансу у бік гідрофобності у І,З-JMST порівня­

но з I-MEET на 0,53 привело до подальшого зниження схоронно­

сті сперміїв після їх кріоконсервування при понадшвидкому 

охолодаенні /табл.І/.

Встановлено, що коли понадшвидке охолодження сперміїв 

здійснювали у середовищі, яке вміщує гліцерин або його ме- 

тильне похідне, схоронність акросомального апарату, вміст ак- 

розину в сперміях не змінилось. Коди у склад кріоконсерван- 

ту в якості кріопротектора включали I-MEET, вміст акрозину 

і схоронність акросоми вірогідно знижувалась /р <0,05/ порів­

няно з контролем /табл.І, табл.2/.

Проведені нами дослідаення дозволяють гадати, що сту­

пінь морфологічних, візуально видимих пошкоджень сперміїв, 

не відповідає глибині функціональних порушень в них. Як свід­

чить з одержаних даних, 15,7̂ -ному зниженню вмісту акрозину у 

сперміях, які перенесли кріоконсервування в середовищі



Вид кріопротек­
торів

Концентрація
!КЛІТИН ДО І

:ВиживаємістьАктивність Ферменту ; Вірогідність !Схоронність актив-

t *
І.........

Ininno „ , І .  ____ .___ ності акроз
після кріокон
ісервування,
імлн/мл

сервування|консерву- !шенню доішенню до 
івання [контролю гліцерину

по відно}по відно­
шенню Д0ІШЄННЮ до 
контролю !гл іпєрину

І. Контроль
(Сперма з кріо- 
консервантом 
без кріопро- 
тактора;

81,5+244 2,35+0,22 I00/S

2. Гліцерин 80,7+3,1 
P1 0,05

90,0+4,5 2,41+0,10 2,31+0,11 У 0,05 98,3 
Р̂ > 0,05

10(¾

3. Монометиловий 
ефір гліцерину

78,1+3,4 
Pj > 0,05

88,0+2,5
р2>0,05

2,36+0,28 2,32+0,2 /0,05 >0,05 98,7 

Р37 0,05
96,3
р4>0,05

4. Моноетиловий 
ефір гліцерину

77,3+3,4 
РІ? 0,05

60,0+3,4 
P2 ^ 0,05

2,33+0,21 1,98+0,20 L  0,05 4  0,05 84,3
P3 ̂ 0,05

82,2 
P4^0,05

Таблиця I

Активиіоть акрозину /ум.од/ІО9 клітин/ у сперміях до і після 
кр іоконсервування

Pj. Р3. P4 - вірогідність відрізнень по відношенню до контролю 

P 2 - вірогідність відрізнень по відношенню до гліцерину.

to
*N3



Вид кріопротекто- 
ра

{Кількість,
|млн/мл

І

{виживаємість,

І %
ІІ

і---------24
Інепошкод- 
! жені
і . І

,4 .Ш іЕШ Ш
які руйну­
ються

Iзруйнован і 

І____________

!Схоронність 
іакросоми 
j/порівняно 
!з контролем/ 
!напошкплжен і

І. Контроль
(Сперма з кріокон- 
сервантом без 
кр іопротектора)

78,2+3,4 6Д 8+3,2 19,7+2,3 16,5+1,6 100$

2. Гліцерин 78,2+3,4 

P 1 > 0,05
90,5+2,3 58,9+3,1 

P3 '7 0,05
23,3+1,8 

P 3  >,0,05

17,8+0,63 

P3 > 0,05
90,9$

р4 >0,05

3. Монометиловий 79,1+4,1 88,3+3,1 57,4+4,2 2М +2..9 18,2+0,57 88,5^
ефір гліцерину Pj’/' 0,05 Р 2 7  0,05 р3? 0,05 P 3  >0,05 Р 3 >  0,05 Р4>0,05

4. Моноетиловий 72,8+3,9 58,7+.3,0 44,8+3,0 36,9±.І,4 18,3+.0,49 69, OSK
ефір гліцерину P 1 < 0,05 P2 ^O, 05 P3  <0,05 P3< 0,05 P37 0,05 р4<0,05

pI» Dy* P4 “ siPorІДИіоть відрізнень по відношенню до контролю 

P 2  - вірогідність відрізнень по відношенню до гліцерину.

го
OO

Таблиця 2

Схоронність акросоми у сперміях після кріоконсервування з понадшвидким

охолодженням



I-MEET, відповідає X ,0%-зв падіння виживаємості і збільшен­

ня кількості акросом, які руйнуються /табл.І/, /табл.2/. Вив­

чений нами біохімічний показник функціональної активності 

сперміїв акрозин, такса як і показник схоронності акросоми - 

залежить від складу середовища, в якому здійснюється понад- 

швидке охолодження гамет.

Кріоконсервування сперміїв в умовах понадшвидкого охолод­

ження при включенні в кріоконсервант гліцерину і монометило- 

вого його ефіру дозволило зберегти активність цитозольної 

Г6ФДГ на рівні, відповідному інтактним клітинам. Включення до 

складу вказаного кріоконоерванту гліцерину сприяло схоронно­

сті активності фермента, що обумовлено підвищеною його стій­

кістю у складі гамет, високою схоронністю їх мембрани, виклю­

чаючої елімінацію каталітичного білка в позаклітинне середо­

вище. Це, треба думати, зв’язано як з позитивним впливом на 

схоронність активності ферменту нековалентної імобілізації 

компонентами кріоконоерванту, так і з компартменталізацією 

каталітичного білка в цитозолі сперміїв, що згоджується з за­

гальною концепцією стабілізуючого впливу мікрооточення на 

стійкість ферментативних білків до дії екстремальних факторів, 

сформульовної В.й.Луговим /1986/.

Включення в середовище заморожування сперміїв I-MEEIT при­

вело до вірогідного /р< 0,05/ падіння в них на 27,1¾ актив­

ності Г6ФДГ, порівняно з контролем, в якості якого служив рі­

вень активності цього ферменту в гаметах, кріоконсервованих 

під захистом гліцерину.

Проведені дослідження дозволили відзначити, що оцінка 

схоронності ферменту в клітинах і екзоцелшярному середовищі 

не може бути однозначною і повинна проводитись з урахуванням 

можливостей інактивації каталітичного білка під впливом понад-

29



зо
швидкого охолодження і середовища заморожування, як це було 

переконливо показано на прикладі включення у кріоконсервант 

I-MEET.

В результаті комплексного вивчення дії понадшвидкого охо­

лодження репродуктивних клітин в середовищі поліфункціональ- 

них кріоконсервантів розроблені високоефективні, прості в ре­

алізації, добре відтворені способи кріоконсервування сперміїв 

людини і ембріонів мишей, які слухать, поперед усього, кла­

сичною біологічною моделлю в проваджуваних кріобіологічних 

дослідженнях.

Оцінка запліднюючої активності сперміїв людини, кріокон- 

сервованих розробленим способом, була проведена на базі ка­

федри акушерства та гінекології Харківського Державного медич­

ного університету /висловлюю велику вдячність і подяку спів­

працівникам кафедри, які активно брали участь в проведенні 

цих робіт, а також зав.кафедрою академіку HAH України В.І.Гри­

щенко та директору Регіонального центру планування сім’ї і ре­

продукції м.Харкова к.м.н. В.А.Резнікову, які брали участь 

у впровадженні способу/. Були отримані результати, які свід­

чать про те, що запліднююча здатність кріоконсервованої сперми 

не відрізняється від нативної. Це послужило основою для ши­

рокомасштабного впровадження кріоконсервованої сперми людини 

в клінічну практику лікувальних закладів України «акраїн СНД.

ВИСНОВКИ

І. Вперше встановлено, що кріопошкодження сперміїв і емб­

ріонів в умовах понадшвидкого охолодження викликані проявом 

комплексу факторів, пов'язаних з розвитком ендоцелюлярної 

кристалізації, "ефектом розчину", пошкодженням цитоплазматич­

ної мембрани, що відбувається внаслідок неоптимального процесу



їх дегідратації.

При переведенні багатоклітинних /стадія морули/ ембріо­

нів у стан глибокого холодового анабіозу за допомогою понад­

швидкого сколодаення /9000 К/хв/ максимально знижується нега­

тивний вплив характерах фізико-хімічних факторів, які реалі­

зуються в процесі заморсасування-відігріву і обумовлюють пошкод­

ження ендоцеладярних структур і мембранного апарату.

2. Вперше визначено, що кріозахист репродуктивних клітин 

визначається сполученням оптимальних швидкостей охолодження

і вмістом у середовищі кріопротекторів ендоцелюдярної і зміша­

ної дії у низькій концентрації - менше 0,5 М. Якщо відносно 

сперміїв ефективний кріозахист відзначено при введенні до 

складу кр іоконсерванту одного кріопротектора в концентрації 

менше 0,5 М, то для ембріонів - трьоі кріопротекторів у низь­

кій концентрації і в рівному співвідношенні, що забезпечило 

схоронність більше 85? клітин в обох випадках.

3. Вперше проведено порівняльне вивчення ефективності ви­

користання мембраностабілізуючих речовин: карбсосоліну, ацетил- , 

холіну і холіна-хлориду. Встановлено, що кріозахисний ефект 

підвищується при введенні в кріоконсервант холіна-хлориду у 

концентрації від І х IO M до 5 х IO М. При цьому, можливо, 

відбувається його взаємодія з ліпопротеїдними комплексами мем­

брани за допомогою обміну зв'язаної води, що, мабуть, зменшує 

механічні напруги в ній, які виникають при кріодії і вирівнює 

структурні перебудови ліпід-ліпідних і ліпід-білковях комплек­

сів, сприяючи збереженню бар'єрних властивостей мембрани.

4. Вперше сформульовані положення концепції глибокого холо­

дового анабіозу гамет з використанням понадшвидкого охолоджен­

ня з метою їх широкомасштабного практичного застосування. 

Кріозахисна дія понадшвидкого охолодження репродуктивних клітин

ЗІ
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і ембріонів пов'язана, можливо, з оптимальним для кожного їх 

виду дегідратаційним ефектом. Він є необхідною передумовою 

попередження розвитку ендоцелвдярної, летальної для клітин 

кристалізації. Це обумовлено складом кріоконоерванту, зокрема 

як його колигативними властивостями, спрямованими на нейтралі­

зацію "ефекту розчину", який виникає у зазначених умовах, так

і мембраностабілізуючою дією компонентів кріоконоерванту, які 

підтримують нативні властивості мембрани в процесі дегідрата­

ції клітин.

5. Кріоконсервування ембріонів не відбивалось на вміст

в них ДНК, однак стимулювало біосинтез PHK і білка. Адаптація 

ембріонів до низьких позитивних температур протягом години, 

перед консервуванням, сприяла нормалізації біосинтезу PHK та 

білка, рівень якого не досягав норми. Культивування розморо­

жених ембріонів протягом години мало нормалізуючий вплив на 

біосинтез PHK подібно адаптації і приводило до повної нормалі­

зації біосинтезу білка. Нормалізуючий вплив культивування на 

біосинтез білка обмежений 25-40 хв еквілібруванням ембріонів 

у кріоконсерванті при +22°С. Подовження цього періоду до 90 хв 

не приводило в результаті культивування до вірогідного змен­

шення, порівняно з контролем, біосинтезу білка, збільшення 

якого була викликано кріодією.

Після виходу з стану глибокого холодового анабіозу ембрі­

онів, кріоконсервованих за допомогою понадшвидкого охолоджен­

ня, в них розвиваються нелетальні пошкодження, які репарують- 

ся на етапах культивування і*п і дісля імплантації.

6. Доцільно і важливо для практики з метою нормалізації 

процесів біосинтезу PHK та білка в розморожених ембріонах ви­

користати культивування їх після відігріву і уникати поперед­

ньої підготовки клітин до кріозпливу в умовах гіпотермії, яка
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практикується в більшості застосованих засобах, але при по­

надшвидкому охолодаенні менш ефективна, ніж культивування.

7. Після виходу із стану глибокого холодового анабіозу 

ембріонів їх властивості повністю відновлюються, при цьому 

властивості генома не змінюються, в результаті чого після ім­

плантації у реципієнток частота і строки настання вагітності 

не відрізняються від аналогічних показників при імплантації 

нативних ембріонів.

Спермії, кріоконсервовані в цих умовах, за своєю заплід­

нюючою здатністю не відрізнялись від нативних гамет.

8. На моделі сперми людини показана залежність кріопро- 

текторної активності у ряді алкілзаміщених гліцерину від зна­

чень їх гідрофільно-ліпофільного балансу. Вперше дая гамет 

встановлено допустимий інтервал, при якому зниження ступеню 

гідрофільності алкілзаміщених гліцерину не знинує їх кріопро- 

текторні властивості. Максимум кріозахисних властивостей кріо­

протекторів у відношенні репродуктивних клітин лежить в ін­

тервалі гідрофільно-ліпофільного балансу кріопротекторів

I) F . - 2

терно для його монометилового похідного. При цьому кріозахис- 

ні властивості вказаних сполук не мають вірогідних відмін. 

Подальший спад гідрофільності у ряді I-MEET і 1,3-ДМЕГ приво­

дить до зниження кріопротекторних властивостей вказаних ал­

кілзаміщених гліцерину, пов’язаного, треба вважати, з падін­

ням колигативних властивостей цих сполук і посиленням їх гід­

рофобної взаємодії з компонентами мембрани.

9.Ступінь морфологічних змін при понадшвидкому охолодженні 

не відповідає глибині функціональних порушень у сперміях, що 

не відбивається негативно на їх запліднюючих властивостях. Зо­

крема, показано, що 15,7%-зв зниження активності акрозину в них
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,39, властивого гліцерину до to P = -1,39, що харак-



п ісля кріоконсервування в умовах понадшвидкого охолодження у 

середовищі І-МЕЕГ відповідає 30%-му падінню виживаємості сперміїв, 

а це свідчать про схоронність гаметами їх запліднюючих власти­

востей.

10. В умовах понадшвидкого охолодження сперміїв елімінація 

акрозину із клітин відбувається не за рахунок гамет із зруйно­

ваною акросомою, а за рахунок сперміїв, в яких руйнуються ак- 

росомальні формування.

11. При понадшвидкому охолодженні сперміїв у середовищі 

гліцерину і його метального похідного не відбувається порушен­

ня їх цитоплазматичної мембрани, що випливає з активності цито­

зольного ферменту Г6ФДГ. При введенні в середовище заморожуван­

ня І-МЕЕГ відбувається зниження активності ферметатианого біл­

ка в сперміях, що обумовлено елімінацією його з клітин в зовні­

шнє середовище через порушення цілісності їх мембрани, а також 

частковою інактивацією Г6ФДГ. Це обумовлено втратою кріопротек- 

тором колигативних властивостей, що може привести за рахунок 

"ефекту розчину" до інактивації білка.

12. Вивчення особливостей механізму кріопошкодження і кріо-
якї‘

захисту ембріонів,є спільною біологічною моделлю для проведен­

ня подібного роду дослідаень, дозволили виявити загальні законо­

мірності вказаних процесів, що в наступному може бути викори­

стане при розробці способів кріоконсервування ембріонів людини

з метою клінічного застосування.

13. Розроблений ефективний оригінальний технологічний про­

цес кріоконсервування сперми лодини з використанням понадшвид­

кого охолодження, що дозволило запропонувати спосіб її кріокон­

сервування, який за своєю ефективністю і простотою реалізації 

не має аналогів у світовій науці та практиці, запатентований у 

нашій країні і за кордоном. Це дало можливість здійснити широко-
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масштабне впровадження нового способу кріоконсервування сперми 

людини у лікувальний процес і розв’язати проблему забезпечення 

клінічно! медицини цінним генетичним біоматеріалом у тих масшта­

бах, які вона потребує на сучасному рівні розвитку. /Патенти 

США, Великої Британії, Японії, Франції, Росії/.
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Лучко Н.А. "Влияние условий сверхбыстрого охлаждения на морфо­

функциональные свойства спермиев и эмбрионов". Рукопись. Дис­

сертация на соискание ученой степени доктора биологических 

наук по специальности 03.00.22 - криобиология. Институт проб­

лем криобиологии и криомедицины Национальной Академии наук 

Украины. Харьков, 1997 г.

Впервые установлено, что при переводе спермиев человека и 

эмбрионов мышей в состояние глубокого холодового анабиоза с 

помощью сверхвысоких скоростей охлаждения и применения много­

компонентных криоконсервантов с низким содержанием веществ, 

одним из которых является мембранотропное соединение из груп­

пы холинов максимально снижается отрицательное влияние физико­

химических факторов криоконсервирования,что позволяет добиться 

высокого содержания жизнеспособных клеток с сохранением исход­

ных свойств. Впервые показано, что в зависимости от вида биоло­

гических об’ектов максимальная их сохранность при заморажива­

нии достигается с оптимальными значениями сверхбыстрых скоро­

стей охлаждения для данных об’ектов: для спермиев - 3000- 

5000 К/мин, для эмбрионов - 9000 К/мин. Изучен характер влия­

ния оптимальных условий ввода /и вывода/ репродуктивных клеток 

и эмбрионов в состояние глубокого холодового анабиоза в усло­

виях сверхбыстрого охлаждения на свойства их мембран, а также 

на уровень биосинтеза белка, ДНК, РНК - для эмбрионов и актив­

ности акрозина и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы - ддя спермиев 

человека. Установлено, что при снижении значений гидрофильно- 

липофильного баланса адкилзамещенных глицерина резко снижается 

их криопротекторная активность в отношении репродуктивных кле­

ток. Разработаны оригинальные способы криоконсервирования спер­

мы и эмбрионов по своей эффективности и простоте реализации, 

не имеющие аналогов в мировой науке и практике, запатентован­

ные за рубежом.
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Luchko N .A . "THE EFFECT OF ULTRARAPID COOLING CONDITIONS ON 
MORPHOFUNCTIONAL PROPERTIES OF SPERM AND EMBRYOS". 
Manuscript. Thesis for obtaining scientific d e g r e e of doctor 
of biological sciences on the speciality 03.00.22 -
cryobiology. Institute for Problems of Cryobiology and 
Cryomedicine of the National Academy of Sciences of the 
Ukraine, Kharkov, 1997.
For the first time it has been established that when 
transfering human spermatozoa and mouse embryos in the 3tate 
of deep cooling anabiosis by means of ultrarapid cooling 
rates and application of multicomponent cryopreservatives 
with low content of substances, one of which is 
membranotropic compound of choline group, maximally 
decreases negative influence of physical and chemical 
cryopreservation factors, that allows to obtain a high 
content of viable cells with preservation of initial 
properties. For the first time it has been shown, that 
depending on the type of biological object their maximum 
preservation is achieved by freezing with optimal values of 
ultrarapid cooling rates for given objectss for sperm 
3000-5000 K/min,.xfor embryos - 9000 K/mi n . The effect
character of optimal cdnditions of introduction/ and taking 
out of reproductive calls into the state of deep cold 
anabiosis under conditions of their ultrarapid cooling on 
their membranes properties as well as level of biosynthesis 
of protein, DNA, RNA, - for embryos and activity of acrosin 
and q lucoso-6-phosphatedehydrogenase. It has been 
established that during the decrease in the values of 
hydrophilic - lipophilic balance of alcy1-substituted 
glycerol their cryoprotective activity regarding 
reproductive cells sharply decreases. Original ways for 
cryopreservation of sperm and embryos on their efficiency 
and simplicity of realization, having no analogous in *he 
world science and practice, patented abroad, have been 
developed .
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