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відділу низькотемпературного консервування

Інституту проблем кріобіології і кріомедицини
Національної Академії Наук України

канд. біол. наук Кирилюк Ганни Леонідівни на тему:

“Механічне пошкодження клітин в області субевтектичних температур та його вплив на життєздатність біологічних об’єктів, що кріоконсервуються”,
поданих на здобуття щорічної премії Президента України для молодих вчених
Однією з основних задач кріобіології є розробка способів довгострокового зберігання біологічних об’єктів у життєздатному стані шляхом їх глибокого заморожування. Кріоконсервування клітин, тканин та органів, зберігання біоматеріалу у низькотемпературних банках розкриває нові можливості для їх застосування у медицині та біології. На сьогодні теоретичні та практичні аспекти кріобіології мають багато невирішених питань.
Найважливішим показником ефективного кріоконсервування біологічних об’єктів є життєздатність клітин після циклу заморожування – нагріву, яка залежить від великої кількості чинників, діючих на клітини упродовж всього циклу. Найбільш вагомі фактори, що зумовлюють пошкодження біооб’єкту під час кріоконсервування пов’язані з фазовими та фазово-структурними перетворюваннями [Mazur P. et al., 1981; Белоус А.М. и др., 1994; Гордиенко Е.А. и др., 1994]. Наразі найбільш досліджено фізико-хімічні процеси, що виникають в області до евтектичних температур і пов’язані з кристалізацією основної маси рідини. Ступінь кріопошкодження клітин у даному випадку залежить від кінетики кристалоутворення та росту кристалів, їх форми, розміру, співвідношення кількостей кристалічної та аморфної фаз, інтенсивності рекристалізаційних процесів, тощо. У той же час пошкодження клітин в області субевтектичних температур мають свої особливості і майже не досліджувалось.

Таким чином, актуальним є вивчення перебігу нерівноважних фазових перетворень в області субевтектичних температур – від температури евтектики до температури рідкого азоту. Вирішення таких питань, як склад кріозахисних речовин та їх концентрацій, визначення оптимальних швидкостей охолодження і нагріву також є дуже важливими. Усе це дозволить розробити ефективні методи кріоконсервування різних біологічних об’єктів.

На підставі вищезазначеного, метою даної роботи було дослідити фазові перетворення розчинів кріопротекторів в області від евтектичних до температур склування. Для досліджень вибирали кріопротектори, які найбільш використовуються у кріобіології, а саме диметилсульфоксид (ДМСО), гліцерин, поліетиленоксид з середньою молекулярною масою 1500 (ПЕО-1500). За мету ставили визначити вплив кріопротекторів, їх концентрацій і режимів заморожування на механічне пошкодження клітин, а також зробити висновки за результатами експериментальних даних щодо оптимізації процесу кріоконсервування різних біооб’єктів.
Кінетику фазових перетворень при заморожуванні кріозахисних розчинів та клітинних суспензій досліджували тензоділатометричним методом [Пушкарь Н.С. и др., 1990]. За його допомогою розроблено спосіб, який дозволяє під час перебігу фазових перетворень визначати об’ємну частку льоду у рідинній міжкристалічній фазі при заморожуванні кріозахисного розчину в залежності від вихідної концентрації кріопротектора у цьому розчині та режиму охолодження, а також об’ємну частку розчину, що склується у процесі його кристалізації за евтектичної температури [3, 19]. Ці параметри є дуже важливими для аналізу механізмів пошкодження біологічних об'єктів, що кріоконсервуються.
Однією з найбільш істотних причин пошкодження біологічних систем при заморожуванні є механічне руйнування клітин зростаючими кристалами льоду. Можливість суттєвих механічних пошкоджень біооб’єктів, що кріоконсервуються, зумовлена тим, що фазові і фазово-структурні перетворення при низькотемпературному консервуванні є нерівноважними і не припиняються після досягнення температури евтектики. В області субевтектичних температур при охолодженні і упродовж наступного нагріву не припиняються процеси, які пов’язані зі змінами кількості льоду, розміру і форми кристалів, характеру перерозподілу рідинної фази у льоді, концентрації кріопротектора у міжкристалічних каналах, тощо [Matters G. et al., 1990; Осецкий А.И. и др., 1997; Boutron P. et al., 2000; Bischof J.C. et al., 2004]. При цьому, як показав аналіз літературних даних [Бронштейн В.Л. и др., 1983, Высеканцев И.П., 1983, Кулешова Л.Г., 1983, Ишков Г.С., 1985, Е.А. Гордиенко и др., 1988], особливо значні механічні пошкодження клітин мають спостерігатися у випадку існування в замороженому зразку відокремлених одна від одної включень рідинної фази у льоді, наявність яких, у свою чергу, визначається, зокрема, початковою концентрацією кріопротектора у кріозахисному розчині. Зі зменшенням концентрації кріопротектора товщина прошарків рідини між кристалами льоду зменшується та сягає значень, при яких їм енергетично вигідно за рахунок зменшення поверхневої енергії перетворитися у відокремлені одна від одної включення [5, 16]. Оскільки ці включення відокремлені, то утворення додаткової кількості льоду при охолодженні супроводжується збільшенням тиску в них. Розрахунки показали, що надлишковий тиск, який створюється таким чином усередині відокремленого включення може дорівнювати 20 МПа [5]. Звичайно, у крижаній матриці, межа текучості якої становить 4 МПа такі великі значення тиску у відокремленому включенні реально не досягаються за рахунок пластичної деформації полікристалічного льоду. Під дією такої ефективної напруги при низьких температурах дислокації в кристалах льоду можуть рухатися майже з навколозвуковими швидкостями, що може служити причиною фрагментації біомолекул і клітин дислокаційними ансамблями. Таким чином, пошкодження різних біологічних об'єктів при їх кріоконсервуванні за рахунок пластичної релаксації тиску у відокремлених рідиннофазних включеннях може виявитися досить сильним фактором, а вивчення можливостей його зменшення – актуальною проблемою кріобіології.
У число основних завдань кріобіології при розробці технологій кріоконсервування біологічних об'єктів входять вибір кріозахисного середовища і концентрації кріопротекторної речовини, які забезпечують необхідний захист клітин від пошкодження в процесі кріоконсервування. Слід ураховувати той факт, що на теперішній час спостерігається тенденція до зменшення концентрації кріопротектора у захисному середовищі. Це знижує його токсичну дію на клітини і виключає необхідність відмивання біооб’єктів від кріопротектора після кріоконсервування. Але, як було описано вище, при малих значеннях концентрацій кріопротекторних речовин виникають значні механічні пошкодження. Зменшити дію таких пошкоджень можна шляхом збільшення концентрації кріопротекторних речовин. Таким чином, стає необхідним визначення таких критично малих концентрацій кріопротекторів, які забезпечували б найбільше збереження клітин при кріоконсервуванні і в той же час надавала найменшу токсичну дію. Досі до цієї проблеми підходили емпірично. Ми запропонували новий підхід до вирішення цього питання. Тобто, визначення таких концентрацій кріопротекторних речовин, при яких більша частина відокремлених одна від одної рідинних включень перетворюється у наскрізні прошарки. Такий перехід зменшує напруги, що виникають у рідинній фазі та їх наступну релаксацію. Концентрації кріопротекторів, при яких здійснюється такий перехід, визначені нами як порогові [2, 4, 20].

Порогові концентрації кріопротекторів у захисному середовищі за розробленим нами способом визначаються за зміною механічних характеристик зразків і знаходяться саме у тому діапазоні концентрацій, де токсична дія кріопротектора ще незначна, тобто в тій області, що становить найбільший практичний інтерес для кріобіології (0...10%).

За для цього, на основі методу термопластичної деформації [Гурина Т.М. и др., 1992] була розроблена методика послідовних навантажень зразків, що досліджуються [2, 4]. За її допомогою проведено дослідження пружнопластичних характеристик заморожених розчинів кріопротекторів (ДМСО, гліцерин, ПЕО-1500) в діапазоні концентрацій 3...30 мас.% при температурах вище за температури їх склування, тобто в тій області температур, де зразок являє собою суміш кристалів льоду і незасклованої аморфної фази. Побудовано криві напруга-деформація, які найбільш повно відображують пружнопластичні властивості заморожених зразків. Було отримано залежності меж текучості, модулів зрушень та сумарних збільшень деформації повзучості між послідовними довантаженнями від концентрації кріопротектора у захисних розчинах. Спостерігалася різка зміна усіх перерахованих параметрів при досягненні концентрацій кріопротекторних речовин у захисному середовищі 5, 6 та 7% (порогові концентрації) для водних розчинів ДМСО, ПЕО-1500 та гліцерину відповідно. Аналізуючи експериментальні дослідження можна зробити висновок, що стрибкоподібний вид отриманих залежностей свідчить про зміну структури зразків, тобто співвідношення кількостей кристалічної та аморфної фаз [2, 4]. У цьому випадку ми пов'язуємо таку зміну структури з перетворюванням відокремлених одна від одної рідинних включень до наскрізних рідких прошарків між кристалами льоду. Саме це змінює характер пластичного плину зразків.
Тобто, область до порогової концентрації, відповідає наявності у зразку відокремлених одна від одної рідинних включень. Тут з ростом концентрації кріопротектора в розчині кількість фази, що склується, зростає, що призводить до змикання рідинних мікрофаз і утворенню між кристалами льоду тонких рідинних прошарків при досягненні порогової концентрації. Подальше збільшення концентрації кріопротектора в розчині призводить до остаточного перетворення відокремлених одна від одної рідинних включень у рідинні прошарки і їх розширення.
Такий підхід дозволяє робити висновки не лише про співвідношення кристалічної і аморфної фаз у зразку, але також про можливі механізми пошкодження біологічних об'єктів, що кріоконсервуються при використанні різних концентрацій кріопротекторних речовин. Це, у свою чергу, дає можливість визначення таких концентрацій кріопротекторних речовин, які можуть забезпечити зменшення механічного чинника пошкодження біологічних об'єктів, що призведе до збільшення їх життєздатності після кріоконсервування. Тобто зробити рекомендації щодо оптимізації технології кріоконсервування біооб'єктів з урахуванням встановлених залежностей.
Для підтвердження теоретичних викладок механічних пошкоджень біологічних об’єктів та ефективності використання отриманих чисельних показників порогових концентрацій у практичній кріобіології проведені експерименти по вивченню зміни життєздатності клітин при перетині початкової концентрації кріопротектора у захисному середовищі через їх порогові значення [4, 6]. Об’єктами дослідження були клітини Saccharomyces cerevisiae, а також клітин диплоїдної культури людини (КДКЛ) і клітин фібробластів людини (КФЛ). Кріоконсервування клітин здійснювали на програмному заморожувачі «Cryoson» у пластикових кріопробірках.
При кріоконсервуванні клітин S. cerevisiae у якості захисних середовищ були використані водні розчини ДМСО, гліцерину та ПЕО–1500 з концентраціями 3, 5, 6, 7 та 10% і дистильована вода без кріопротектора. Життєздатність клітин визначали чашковим методом Коха по кількості макроколоній, які сформуються на агаризованих середовищах. У якості контролю брали незаморожені суспензії клітин у відповідних середовищах консервування. Зразки охолоджували зі швидкістю 2°С/хв до -40°С з наступним зануренням у рідкий азот. Відігрівали на водяній бані при 37°С до зникнення твердої фази.

При кріоконсервуванні клітин культур людини у якості захисних середовищ були використані розчини ДМСО на середовищі 199 з концентраціями ДМСО 3, 5, 7 і 10% (перша група) і розчини ДМСО з такими ж концентраціями на середовищі 199 з додаванням 10% ембріональної сироватки крупної рогатої худоби (ЕС) (друга група). Зразки охолоджували зі швидкістю 1°С/хв до -70°С с наступним зануренням у рідкий азот. Відігрів проводили на водяній бані при температурі 41°С. Життєздатність клітин оцінювали методом суправітального фарбування трипановим синім. Контролем служили для першої групи зразків незаморожені клітини у середовищі 199, для другої групи зразків - клітини у середовищі 199 з додаванням 10% ЕС.
На підставі отриманих результатів встановлено, що перетин через порогові значення концентрацій кріопротекторних речовин значно впливає на життєздатність різних видів клітин незалежно від типу кріопротектора, середовища, на якому готували захисні розчини та можливих домішок. Спостерігалося стрибкоподібне збільшення життєздатності клітин при перетині через порогові значення (5, 6 і 7%) початкової концентрації кріопротектора (ДМСО, ПЕО-1500 і гліцерину) у захисному середовищі. При цьому, якби основна частина пошкоджень визначалася осмотичними або хімічними механізмами, обумовленими концентраційними ефектами в результаті кристалізації води, то життєздатність клітин підвищувалася б монотонно зі збільшенням концентрації кріопротекторних речовин. Стрибкоподібне ж збільшення життєздатності клітин можна пояснити якісно новим станом систем, що охолоджуються, який наступає при досягненні порогових концентрацій кріопротекторів, тобто переходом від відокремлених рідинних включень до міжкристалічних наскрізних прошарків.

Таким чином, при розробці технологій кріоконсервування різних біологічних об'єктів спочатку необхідно визначати порогові концентрації кріопротекторів у захисних розчинах, а потім остаточно уточнювати її з урахуванням токсичної та захисної дії кріопротектора для конкретних типів клітин. Це надасть можливість підвищити ефективність кріоконсервування біоматеріалу.

При розробці способів низькотемпературного консервування з використанням кріопротекторних речовин, як відомо, потрібно враховувати також режим охолодження біооб’єктів. Наші дослідження довели, що має значення швидкість охолодження не тільки при кристалізації основної маси води, але і у значно нижчій області температур, а саме в інтервалі температур евтектичної кристалізації та інтервалі температур, де спостерігається склування зразка. За рахунок варіації швидкості охолодження в цих температурних інтервалах можна, як показано в роботах [7-11, 13-15, 17, 18], значною мірою підвищити схоронність біооб'єктів, що кріоконсервуються.
Для визначення таких температурних інтервалів було проведено дослідження водних розчинів ДМСО, гліцерину та ПЕО-1500 у діапазоні концентрацій 0...40 мас.% методом термопластичної деформації [1, 7, 9, 12]. Встановлено, що інтервал температур евтектичної кристалізації та інтервал склування для водних розчинів кріопротекторів становить:
для ДМСО [-60°С; -90°С] та[-90°С;-120°С], для гліцерину [-30°С; -70°С] та [-70°С; -100°С], для ПЕО-1500 [-20°С; -60°С] та [-60°С; -95°С] відповідно.

Біологічними об’єктами при оптимізації технології кріоконсервування служили дріжджі Saccharomyces сerevisiae, Saccharomyces boulardii, бактеріі Escheriсhia coli, анаеробні бактерії Bacteroides fragilis, Peptostreptococcus anaerobius, Fusobacterium necroforum, а також клітин інтерстицію тестисів дорослих щурів. У якості середовища кріоконсервування використовували 3, 5, 10, 15 та 20 мас.% водні розчини ДМСО, гліцерину та ПЕО-1500.

При цьому основну увагу приділяли субевтектичному інтервалу температур. На першому етапі від кімнатної температури (18...20°С) до температури -20...-60°С зразки охолоджували зі швидкістю 2°С/хв, яка є рекомендована для мікроорганізмів [Smentek P., 1982]. Кінцеве значення температури охолодження зразків на першому етапі і температурні границі другого етапу охолодження (температурного інтервалу евтектичної кристалізації) визначалися типом кріопротектора і були пов’язані з евтектичними температурними інтервалами для кожного конкретного виду. Для охолодження в цьому температурному інтервалі використовували повільну швидкість охолодження 0.5...1°С/хв, високу 20...25°С/хв і неконтрольовану – занурення у рідкий азот. В області склування всіх розчинів кріопротекторів швидкість охолоджування для режимів з контрольованими швидкостями була однаковою і складала 1°С/хв. Відігрівали зразки на водяній бані при +30°С до зникнення твердої фази.

Результати експериментів по кріоконсервуванню різних мікроорганізмів з водними розчинами ДМСО, гліцерину та ПЕО–1500 показали, що охолодження з регульованими швидкостями в субевтектичних інтервалах температур розчинів кріопротекторів аж до температур їх склування призводить до істотного збільшення життєздатності цих клітин. При цьому була виявлена стійка тенденція до збільшення життєздатності клітин при використанні високої швидкості охолодження у порівнянні з повільною швидкістю охолодження в інтервалі температур евтектичної кристалізації [7-9, 15, 18].
При використанні малих (допорогових) значень концентрацій кріопротекторів вплив контрольованих швидкостей охолодження був більш істотним, ніж в області більш високих концентрацій.
При впровадженні протоколу кріоконсервування клітин інтерстицію тестисів дорослих щурів, у якому завдяки використанню контрольованих швидкостей охолодження в певних температурних інтервалах, вдалося отримати високу життєздатність клітин у суспензії (67,7%(5,4) [10].
Таким чином, для збільшення показників життєздатності біологічних об'єктів при розробці протоколів кріоконсервування рекомендується визначати інтервал температур евтектичної кристалізації і інтервал склування розчинів кріопротекторів [9-11, 14, 18]. При цьому, у інтервалі температур евтектичної кристалізації необхідно застосовувати високі швидкості охолодження біооб’єктів, оскільки процес утворення мікрокристалів льоду, що протікає в цьому інтервалі, є процесом активаційного типу, тобто імовірність його реалізації залежить від часу знаходження системи в цьому інтервалі. З іншого боку, в інтервалі температур, де відбувається склування, варто знижувати швидкість охолодження. Це зумовлено тим, що заморожений об'єкт в області низьких температур перебуває в твердофазному стані і високі швидкості охолодження у цій області температур супроводжуються виникненням істотних градієнтів температур вздовж зразка, що призводить до значних термопружних напруг і додаткових пошкоджень біологічних об'єктів.
ВИСНОВКИ

На підставі проведених теоретико-експериментальних досліджень можна зробити наступні висновки:

1. Розроблено тензодилатометричний спосіб визначення частки льоду та об’ємної частки зразка, що склується в процесі кристалізації кріозахисного середовища, а також встановлено залежність зміни концентрації кріопротектора у міжкристалічній рідині під час заморожування від температури.

2. Теоретично обґрунтовано і експериментально підтверджено, що одним із механізмів кріопошкодження біооб’єктів є пластична релаксація підвищеного тиску, який виникає в окремих рідиннофазних включеннях за рахунок нерівноважної кристалізації.
3. Визначено межі текучості, модулі зрушення та сумарне збільшення деформації повзучості заморожених розчинів кріопротекторів (ДМСО, гліцерин, ПЕО-1500) в області субевтектичних температур.

4. Запропоновано новий підхід до визначення тих мінімальних значень концентрацій розчинів кріопротекторів, за яких відокремлені одна від одної рідинні включення перетворюються у наскрізні прошарки між кристалами льоду. Ці порогові концентрації для водних розчинів ДМСО, розчинів ДМСО на середовищі 199 та розчинів ДМСО на середовищі 199 з додаванням 10% ЕС складають 5% (мас/мас), а для водних розчинів ПЕО-1500 та гліцерину – 6 і 7% відповідно.

5. Встановлено, що після кріоконсервування клітин S. сerevisiae, КДКЛ та КФЛ з розчинами кріопротекторів (ДМСО, ПЕО-1500, гліцерин) спостерігається стрибкоподібне збільшення життєздатності клітин при досягненні їх порогових концентрацій 5, 6 і 7% відповідно. Ці дані вказують на існування загального механізму виявленого ефекту.

6. При кріоконсервуванні S. сerevisiae з водними розчинами ДМСО, гліцерину та ПЕО-1500 збільшення початкової концентрації кріопротектора у захисному розчині від 3% до 5% для ДМСО, від 5% до 6% для ПЕО-1500, від 6% до 7% для гліцерину призводить до стрибкоподібного зростання життєздатності клітин на 25% для ДМСО, на 21% для ПЕО-1500 та на 18% для гліцерину.

7. Життєздатність клітин культур людини при кріоконсервуванні з розчинами ДМСО на середовищі 199 та середовищі 199 у присутності 10% ЕС стрибкоподібно збільшується на 31% для КДКЛ та на 18% для КФЛ, а при додаванні 10% ЕС на 33% для КДКЛ та на 24% для КФЛ.

8. Оптимізовано режими охолодження мікроорганізмів (S. сerevisiae, S. Boulardii, E. coli, B. fragilis, P. anaerobius, F. Necroforum,) у водних розчинах кріопротекторів (ДМСО, гліцерин, ПЕО-1500), а також клітин інтерстицію тестисів дорослих щурів. Встановлено, що життєздатність клітин після кріоконсервування підвищується, якщо перетин температурного інтервалу евтектичної кристалізації здійснюється зі швидкістю охолодження 25ºС/хв, а перетин інтервалу склування – зі швидкістю охолодження 1°С/хв.
ВПРОВАДЖЕННЯ РЕЗУЛЬТАТIВ

За матеріалами поданої роботи існує 20 публікацій. Основні матеріали роботи були представлені та обговорені на I Українській науковій конференції «Проблеми біологічної і медичної фізики» (20-22 вересня 2004 р., м. Харків, Україна); науково - практичній конференції з міжнародною участю «Актуальні проблеми і досягнення кріобіології і кріомедицини. Структурна і функціональна організація стовбурових клітин за умов дії низьких температур» (22-24 листопада 2005 р., м. Харків, Україна); щорічній конференції молодих вчених ІПКіК НАН України «Холод в биологии и медицине» (17-18 травня 2005 р., м. Харків, Україна); 43-й щорічній конференції суспільства Кріобіології разом із Суспільством Низькотемпературної біології «Cryo – 2006» (24-27 липня 2006 р., Гамбург, Німеччина), VI Міжнародній науковій конференції «Современное состояние и перспективы развития микробиологии и биотехнологии» (2-6 червня 2008 р., м. Мінськ, Білорусь); науковій конференції з міжнародною участю “Нові кріобіотехнології для розв’язання фундаментальних і прикладних задач медицини”, яка присвячена 90-річчю Національної академії наук України та 10-річчю кафедри ЮНЕСКО з кріобіології (26-28 листопада 2008 р., м. Харків, Україна); щорічній конференції молодих вчених ІПКіК НАН України «Холод в биологии и медицине – 2010» (27-28 травня 2010 р., м. Харків, Україна); VII Міжнародній науков-технічній конференції «Актуальні питання біологічної фізики та хімії. БФФХ - 2011» (26-30 квітня 2011 р., м. Севастополь, АРК).
Новизну та конкурентоспроможність технічних рішень захищено 2 патентами України на корисну модель та підтверджено актами впровадження їх у практичну дослідницьку діяльність.
Практичне значення циклу наукових праць пов’язано з тим, що на підставі проведених у роботі теоретичних і експериментальних досліджень, визначено механізм кріопошкодження біологічних об'єктів в області субевтектичних температур, сформульовані рекомендації щодо підвищення ефективності кріоконсервування біоматеріалу та удосконалено режими заморожування Saccharomyces сerevisiae, Saccharomyces boulardii, клітин диплоїдної культури людини та клітин фібробластів людини, бактерій Escheriсhia coli, анаеробних бактерій Bacteroides fragilis, Peptostreptococcus anaerobius, Fusobacterium necroforum, а також клітин інтерстицію тестисів дорослих щурів.
Результати досліджень за темою роботи викладено у   9   статтях (в т.ч.  1   у зарубіжних журналах),  8   тези доповідей. Отримано   2   патенти. Загальна кількість публікацій складає 20.
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