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Реферат: В обзоре освещены основные проблемы сохранения структурно-функциональных свойств изолированных и
находящихся в составе биологических тканей белков в условиях гипотермии и криогенных температур. Обсуждаются
роль дегидратации биомакромолекул вследствие вымораживания воды в криоповреждении белков при замораживании-
отогреве; особенности низкотемпературной денатурации белков, обусловленной энтропийной природой гидрофобных
взаимодействий. Описаны криоповреждения биомакромолекул, их обратимость с точки зрения роли воды в структурной
нестабильности охлажденных или замороженных биополимеров. Рассмотрены потенциальные пути криозащиты биомак-
ромолекул при замораживании.

Ключевые слова: низкие температуры, биомакромолекулы, дегидратация, структурно-конформационные нарушения,
криозащита.

Реферат: В огляді висвітлено основні проблеми збереження структурно-функціональних властивостей ізольованих
білків і білків у складі біологічних тканин в умовах гіпотермії й кріогенних температур. Обговорюються роль дегідратації
біомакромолекул у результаті виморожування води в кріопошкодженні білків при заморожуванні-відігріві; особливості
низькотемпературної денатурації білків, обумовленої ентропійною природою гідрофобних взаємодій. Описані кріопошкодження
біомакромолекул, їх зворотність із погляду на роль води в структурній нестабільності охолоджених або заморожених
біополімерів. Розглянуто потенційні шляхи кріозахисту біомакромолекул при заморожуванні.

Ключові слова: низькі температури, біомакромолекули, дегідратація, структурно-конформаційні порушення, кріозахист.
Abstract: The review concerns the main issues of preserving the structure and function of proteins either isolated or as a part

of biological tissues during hypothermic and cryogenic storage. The role of biomacromolecules’ dehydration, as a consequence of
water freeze-out in proteins cryodamage during freeze-thawing is discussed, as well as peculiarities of protein low-temperature
denaturation, associated with entropic nature of hydrophobic interactions. Low temperature injuries in biomacromolecules, their
reversibility with considering the role of water in structure instability of cooled or frozen biopolymers are described. Potential ways
to protect biomacromolecules during freezing are considered.

Key words: low temperatures, biomacromolecules, dehydration, structural and conformational changes, cryoprotection.

Адрес для корреспонденции: ул. Переяславская, 23,
г. Харьков, Украина 61015;
тел.: (+38 057) 373-31-41, факс: (+38 057) 373-30-84,
электронная почта: olnard@mail.ru

Address for correspondence:
23, Pereyaslavskaya str., Kharkov, Ukraine 61015;
tel.:+380 57 373 3141, fax: +380 57 373 3084,
e-mail: olnard@mail.ru

Department of Cryobiophysics, Institute for Problems of Cryobio-
logy and Cryomedicine of the National Academy of Sciences of
Ukraine, Kharkov, Ukraine

Отдел криобиофизики, Институт проблем криобиологии и крио-
медицины НАН Украины, г. Харьков

Поступила 03.12.2013
Принята в печать 27.02.2014

Проблемы криобиологии и криомедицины. – 2014. – Т. 24, №2. – С. 83–101.
© 2014 Институт проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины

Received December 3, 2013
Accepted February 27, 2014

Probl. Cryobiol. Cryomed. 2014. 24(2): 83–101.
© 2014 Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine

обзорная статья review article

Для усовершенствования существующих и
создания новых криобиологических технологий
необходимо знание физико-химических процессов,
происходящих в биообъектах при криоконсервиро-
вании и определяющих конформацию отдельных
биомакромолекул, а следовательно их стабиль-
ность, надмолекулярную организацию и, в итоге,
функциональную активность [3, 4, 30]. Изменения,
как минимум, третичной и четвертичной конфор-
мации белка после замораживания-отогрева зави-
сят от условий, в которых находились биомакро-
молекулы на разных этапах криоконсервирования.
Такое проявление воздействия низких температур
обусловлено тем, что при замораживании-отогреве
как гидрофобные взаимодействия, так и водород-
ные связи, определяющие и стабилизирующие тре-
тичную и четвертичную структуры, могут нару-
шаться в зависимости от состава, ионной силы,

To improve the existing and create novel cryobiolo-
gical techniques the knowledge of physical and che-
mical processes occurring in bioobjects during cryo-
preservation is needed, as well as determining the con-
formation of isolated biomacromolecules and there-
fore their stability, supra-molecular organization and
finally their functional activity [6, 9, 83]. The changes
of at least protein tertiary and quaternary confor-
mations post freeze-thawing depend on the conditions
under which the biomacromolecules were at different
cryopreservation stages. Such a manifestation of the
effect of low temperatures is stipulated by the fact
that during freeze-thawing both hydrophobic inter-
actions and hydrogen bonds which determine and
stabilize tertiary and quaternary structures may be dis-
ordered depending on the composition, ionic strength,
dielectric constant and medium pH. During temperature
decrease especially below free water crystallization
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диэлектрической постоянной и рН среды. При
понижении температуры, особенно ниже точки
кристаллизации свободной воды, важным факто-
ром является падение ее потенциала или активнос-
ти до уровня, при котором дальнейшее полноценное
функционирование биологических структур невоз-
можно. Кроме того, существуют и другие факторы:
замедление скорости реакций при низких темпера-
турах, ограничение диффузии веществ и т. п.

В последнее время большое внимание уделяет-
ся исследованию естественных белковых смесей
с физиологическими концентрациями белков и сос-
тавом среды: плазмы или сыворотки крови, фолли-
кулярной жидкости, белковых экстрактов различ-
ных биологических тканей и т. п. Такие растворы
часто используют в клинических целях [11, 12, 29,
36, 48, 111]. Например, сыворотку кордовой крови
(СКК) человека, которая содержит более 60 специ-
фических белков, пептиды, витамины и микроэле-
менты широко применяют для коррекции и лечения
патологических состояний человека. Длительное
же ее хранение возможно только в условиях низких
температур [10, 29, 32].

Понимание явлений, протекающих при замора-
живании-отогреве биологических объектов, помо-
жет установить основные причины повреждения
биомакромолекул и предупредить их возникно-
вение.

Ранее считалось, поскольку белки-ферменты,
выделенные из охлажденных до температур ниже
0°С и отогретых тканей животных сохраняли свою
активность, то такие белки обладали криоустой-
чивостью. Однако последующие исследования в
области криобиохимии и криобиофизики показали
существенное разрушительное влияние низких
температур на активность ферментов, если среда,
в которой они находятся, не нивелирует действие
низких температур (рис. 1). Состояние изолирован-
ных белков, особенно с четвертичной структурой,
могут изменяться уже при 4°C, поскольку охлажде-
ние до этих температур влияет на некоторые фи-
зико-химические свойства воды, например на ее
плотность и вязкость, вследствие чего может отли-
чаться первоначальная нативная конформация бел-
ковой глобулы. Такие трансформации сопровож-
даются нарушениями внутримолекулярных взаи-
модействий активных участков биополимера, что
влияет на его функции [114]. Эти нарушения заклю-
чаются в изменении жесткости полипептидных
цепей белка и пространственного расположения
отдельных его участков. Методы радиоспектрос-
копии позволяют наблюдать такие трансформации
нативной структуры каталитических белков при
температуре около 0°C и, как следствие, инги-
бирование их функции [55]. Имеются многочислен-

point an important factor is a decrease of its potential
or activity down to the level at which the further normal
function of biological structures is impossible. In addition
there are other factors: slowing down of the rate of
reactions at low temperatures, limited diffusion of
substances etc.

Much attention has been paid recently to the study
of natural protein mixtures with physiological concent-
rations of proteins and medium composition: blood
serum plasma, follicular fluid, protein extracts of various
biological tissues etc. These solutions are frequently
used with clinical aims [24, 44, 45, 76, 85, 107]. For
instance, human cord blood serum (CBS) containing
more than 60 specific proteins, peptides, vitamins and
microelements is widely applied to correct and treat
human pathologies. Its long-term storage is possible
only under conditions of low temperatures [43, 76, 79].

Understanding the phenomena proceeding during
freeze-thawing of biological objects will help to estab-
lish the causes of damages of biomacromolecules and
to prevent their appearance.

It was thought previously, that due to the fact that
enzyme proteins isolated from cooled down to subzero
temperatures and thereafter thawed animal tissues
preserve their activity, these proteins are cryoresistant.
However, further cryobiochemical and cryobiophysical
studies have shown a destructive effect of low tem-
peratures on activity of enzymes, if the medium where
they are present does not balance the effect of low
temperatures (Fig. 1). The state of isolated proteins
especially those possessing quaternary structure may
change even at 4°C, since the cooling down to these
temperatures affect several physical and chemical
properties of water, e. g. its density and viscosity, and
as a consequence a primary native conformation of
protein globule may differ. These transformations are
accompanied by the disorders of intramolecular
relationships of active sites of biopolymer, affecting
its functions [112]. These disorders consist in the
change of rigidity of protein polypeptide chains and
spatial location of some sites. Radiospectroscopy me-
thods enable to observe these transformations of native
structure of catalytic proteins at above zero tempe-
rature and as a consequence their function inhibiting
[102]. There are numerous data about so-called cold
inactivation of some oligomeric proteins. Dissociation
to subunits after cooling down to 0°C was noted in
glucose-6-phosphate-dehydrogenase of erythrocytes,
carbomoyl phosphate synthetase, adenosine triphos-
phatase [29, 30, 113], pyruvate carboxylase [100], ribu-
lose-1,5-biphosphate-carboxylase-oxygenase [15].
These enzymes can be set against other proteins (e. g.
urease and 17-oxysteroid dehydrogenase), cooling of
which is accompanied with aggregation, accompanied
with an altered structure of subunits [113].
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ные данные о так называемой холодовой инактива-
ции ряда олигомерных белков. Диссоциация на
субъединицы после охлаждения до 0°С была отме-
чена у глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы эритро-
цитов, карбамоилфосфатсинтетазы, аденозинтри-
фосфатазы [7, 72, 73], пируваткарбоксилазы [105],
рибозо-1,5-бифосфат-карбоксилазы-оксигеназы
[62]. Этим ферментам можно противопоставить
другие белки (например, уреазу и 17β-оксистероид-
дегидрогеназу), которые претерпевают при охлаж-
дении агрегацию, сопровождающуюся изменением
структуры субъединиц [7].

Многочисленны исследования влияния на белки
более низких температур. Существенному пере-
смотру была подвергнута гипотеза о неповреж-
дающем действии низких температур на белковые
системы [13, 50, 99]. Установлено, что при замо-
раживании изолированных белков до более низких
температур и последующем отогреве наблюдают-
ся агрегация [60], а также изменение конформа-
ции – разрыхление белковой глобулы [100]. Отме-
чено, что замораживание-отогрев отдельных бел-
ков (глюкозооксидазы, цитохром-оксидазы, сыво-
роточного альбумина) с использованием низких
скоростей (1–7 град/мин) нарушает внутримолеку-
лярные взаимодействия в биомакромолекулах и
влияет на их конформацию, а именно разрыхляет
поверхностные полипептидные цепи [30]. Смеще-
ние полосы Амид I в сторону больших частот от
1644 до 1649 см–1 и отсутствие изменений в облас-
ти 1615 см–1 для бычьего сывороточного альбу-
мина свидетельствуют о дегидратации биомакро-
молекул, связанной с их агрегацией в результате
замораживания-отогрева при сохранении вторич-
ной структуры [16]. Криолабильность белков, в том
числе и мембранных, зависит от уровня их над-
молекулярной организации (в растворе, составе
мембран, клеток, тканей). Быстрое замораживание
(до –196°C) в буферных растворах без значитель-
ной потери специфических функций хорошо пере-
носят простые белки (рибонуклеаза, пепсин, трип-
син, химотрипсин), имеющие устойчивую конфор-
мацию за счет S–S сшивок полипептидной цепи
[106, 119]. Однако вследствие многократного
замораживания и медленного отогрева активность
ферментов снижается. После быстрого замора-
живания под защитой глицерина такие гидролити-
ческие ферменты, как липаза, амилаза, трипсин и
химотрипсин хорошо и длительно сохраняются
даже при неблагоприятных температурах от –20
до –25°C [28, 115]. После замораживания сложных
белков с четвертичной структурой криоповреж-
дения проявляются в большей степени. В церуло-
плазмине и гаптоглобине после низкотемператур-
ного воздействия наблюдались статистически зна-
чимые нарушения структурных и функциональных

There are plenty of the studies concerning the effect
on proteins of much lower temperatures. A hypothesis
about non-damaging effect of low temperatures on
protein systems was significantly revised [20, 27, 91].
It has been noted that freeze-thawing of some proteins
(glucose oxidase, cytochrome oxidase, serum albumin)
using low rates (1–7 deg/min) impaired the intramole-
cular interactions in biomacromolecules and affected
their conformation, in terms of loosening of superficial
polypeptide chains [84]. Shifting of Amide I band
towards higher frequencies from 1,644 to 1,649 cm–1

and the absence of changes in the area of 1,615 cm–1

for bovine serum albumin testified to dehydration of
biomacromolecules related to their aggregation due to
freeze-thawing, whilst the secondary structure was
preserved [63]. Cryolability of proteins including the
membrane ones depends on the level of their supra-
molecular organization (in the solution, as a part of

Рис. 1. Реакция биополимеров на понижение темпера-
туры.
Fig. 1. Reaction of biopolymers to decrease of tempera-
ture.
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свойств [39]. После замораживания-отогрева вод-
ных растворов бычьего сывороточного альбумина
наблюдали агрегацию отдельных биомакромо-
лекул, которая интерпретируется как образование
межмолекулярных S–S связей, или полную денату-
рацию белка [68, 71]. Образование дисульфидных
сшивок было также отмечено при исследовании
действия замораживания на структуру лактат-
дегидрогеназы [21]. Под влиянием глубокого ох-
лаждения могут образовываться гибридные комп-
лексы ферментов [51, 52]. Химические процессы,
протекающие в водных растворах полимеров при
низких температурах, обусловлены силами, воз-
никающими при изменении агрегатного состояния
воды. При этом могут происходить разрывы цепей
макромолекул с появлением свободных радикалов,
а при размораживании – образовываться новые
связи и молекулы, отличающиеся от первоначаль-
ных [53]. В результате замораживания-отогрева
смеси двух фракций изоферментов лактатдегидро-
геназы (ЛДГ1 и ЛДГ5) происходила диссоциация
фермента на субъединицы, а впоследствии осу-
ществлялась спонтанная рекомбинация с образо-
ванием гибридных изоферментов. Показано появ-
ление трех дополнительных изоферментных
фракций с промежуточной электрофоретической
подвижностью по отношению к исходным формам
[96]. Образование гибридных изоферментных
форм, обусловленное внутримолекулярными нару-
шениями в исходных белках, чаще всего наблю-
дается при медленных или многократных режимах
замораживания до –30 или –70°C, когда концентри-
рование солей и метаболитов проявляет свое мак-
симальное повреждающее действие на биомакро-
молекулы. Вместе с тем, если лактатдегидрогеназу
замораживать со скоростью 300–400 град/мин до
–196°C в бессолевом растворе, то гибридизация не
происходит [96]. Методом электрофореза установ-
лена гибридизация лизоцима, рибонуклеазы, смеси
лизоцима и рибонуклеазы под действием замора-
живания [51], а также подтверждена криогибри-
дизация лак-татдегидрогеназы [61]. В некоторых
работах [52, 61] также были отмечены гибридиза-
ция и криоагрегация белков, хотя данные литерату-
ры о характере криоповреждений биомакромоле-
кул во многом противоречивы.

В результате замораживания-отогрева в разной
степени повреждались в растворе и тканях цито-
хромоксидаза (ЦХО), цитохром Р-450 и транспорт-
ные белки [2, 46, 98]. J. K. Sherman [107] показал,
что после медленного замораживания ткани серд-
ца крысы и изолированных митохондрий снижается
активность цитохромоксидазы. Э.И. Обозная и
соавт., изучая влияние двухэтапного заморажи-
вания на клетки костного мозга, также выявили
снижение активности этого фермента [40]. Данный

membranes, cells, tissues). Simple proteins (ribonuclea-
se, pepsin, trypsin, chymotrypsin) possessing a stable
conformation provided by S–S cross-linking of peptide
chains tolerate well a rapid freezing (down to –196°C)
in buffer solutions without significant loss of specific
functions [103, 119]. However, multiple freezing and
slow thawing result in a reduction of the enzymatic
activity. After rapid freezing under protection of gly-
cerol such hydrolytic enzymes as lipase, amylase, tryp-
sin and chymotrypsin could be preserved well for a
long period even at unfavorable temperatures from
–20 to –25°C [76, 115]. After freezing of complex
proteins with quaternary structure the cryodamages
are manifested in a greater extent. Ceruloplasmin and
haptoglobin affected by low temperature had a statis-
tically significant impairments of structural and functi-
onal properties [89]. Freeze-thawing of aqueous
solutions of bovine serum albumin led to either an
aggregation of some biomacromolecules which was
interpreted as the formation of molecule-molecule S–
S bonds or a complete protein denaturation [21, 29].
Formation of disulphide cross-links was also observed
when investigating the effect of freezing on structure
of lactate dehydrogenase [66]. The effect of deep
freezing was also in terms of formation of hybrid
complexes of enzymes [58, 59]. Chemical processes
proceeding in aqueous solutions of polymers at low
temperatures are stipulated by the forces appearing
due to altered aggregate state of water. Herewith,  the
ruptures of macromolecule chains can occur with the
appearance of free radicals, and later during thawing
there could be formed new bonds and molecules, diffe-
ring from initial ones [14]. Freeze-thawing of  mixtures
of two fractions of isoenzymes of lactate dehydroge-
nase (LDG1 and LDG5) resulted in the dissociation of
the enzyme to subunits and thereafter in a spontaneous
recombination with the formation of hybrid isoenzymes.
The appearance of three additional isoenzyme fractions
with an electrophoretic mobility being intermediate as
for initial forms has been shown [70]. Formation of
hybrid forms stipulated with intermolecular impairments
in initial proteins was often observed after performing
slow or multiple freezings down to –30 or –70°C when
the concentration of salts and metabolites manifest
their maximal damaging effect on biomacromolecules.
Moreover, if lactate dehydrogenase was frozen in a
saline with the rate of 300–400 deg/min down to
–196°C, no hybridization was found [70]. Electropho-
resis method was applied to find hybridization of
lysozyme, ribonuclease, mixture of lysozyme and
ribonuclease due to freezing effect [57], as well as to
confirm the cryohybridization of lactate dehydrogenase
[13]. Some investigators [15, 59] reported hybridization
and cryoaggregation of proteins, though the published
data about the character of cryodamages of biomacro-
molecules are largely quite contradictory.
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гемсодержащий белок соединен с цитозольной
поверхностью внутренней мембраны слабыми
электростатическими связями [108], что обеспечи-
вает его высокую латеральную подвижность в
мембране [70]. Считают, что изменение актив-
ности цитохромного участка дыхательной цепи –
чувствительный тест холодового повреждения
митохондрий [75, 76]. При этом отмечается корре-
ляция между скоростью замораживания и измене-
нием данного участка активности.

Существует мнение, что охлаждение влияет на
молекулярную архитектуру и фазовое состояние
липидного компонента мембран, что может при-
водить к повреждениям ферментов, входящих в
состав биологических мембран [2, 98]. При иссле-
довании влияния замораживания-отогрева на мито-
хондрии в среде, содержащей сахарозу, N. Araki
отметил резкое снижение активности α-кетоглю-
таратдегидрогеназы [58]. Активность этого фер-
мента во многом определяется состоянием окру-
жающих мембранных липидов, и ее снижение на-
блюдается после эквилибрации образцов в зоне
температуры фазовых переходов последних, в то
время как изменение активности цитохром-с-
редуктазы и цитохром-с-оксидазы в подобных
условиях не наблюдается [57]. W. Wino и V. Uni-
code, изучая влияние замораживания до –20°C на
изолированный липопротеиновый комплекс цито-
хромоксидазы, отметили ингибирование активнос-
ти фермента, которое с увеличением количества
циклов замораживания-отогрева увеличивалось
[116]. После замораживания-отогрева митохондрий
в среде, содержащей KCl, W. N. Fishbein и J. L. Grif-
fin обнаружили уменьшение активности цитохром-
с-редуктазы [75].

Снижение ферментативной активности катали-
тических белков после замораживания-отогрева,
вплоть до (52 ± 4)% для ЦХО и до (72 ± 3)% для
глюкозооксидазы, зависит от скорости охлаждения
и солевого состава среды и является результатом
изменения конформации белка, вследствие кото-
рого наблюдалось увеличение степени гидрофоб-
ности в области активного центра [30]. Кроме того,
замораживание и последующий отогрев ЦХО
приводили к уменьшению размеров липопротеи-
нового комплекса в результате отщепления части
ассоциированных с белком липидов. О том, что
процедура замораживания-отогрева дестабили-
зировала структуру фермента, свидетельствовали
снижение устойчивости ЦХО к нагреву (плавление
начиналось при более низких температурах) и
сдвиг в область более низких температур предде-
натурационного конформационного перехода.
S. Kawato и соавт. показали, что этот переход
обусловлен конформационными изменениями бел-
ковой части и не зависит от количества и свойств,

Cytochrome oxidase (CO), cytochrome P-450 and
transport proteins being frozen-thawed in a solution
and in tissues were damaged in a different extent [6,
78, 110]. Sherman [103] has shown that after slow
freezing of rat heart tissue and isolated mitochondria
the activity of cytochrome oxidase decreases. Oboz-
naya et al. [90] also found the reduction of this enzyme
activity when studying the effect of two-stage freezing
on bone marrow cells. This heme-containing protein is
bound with cytosol surface of the inner membrane by
means of weak electrostatic bonds [105], that provides
its high lateral mobility inside membrane [28]. Changes
in activity of cytochrome site of respiratory chain is
considered to be a sensitive test of mitochondria cold
damage [31, 33]. Herewith, the correlation between
the rate of freezing and change in the activity of this
site is noted.

There is a notion that cooling affects molecular
architecture and phase state of lipid component of
membranes, that may lead to a damage of enzymes
being the components of biological membranes [6, 77].
Investigation of the effect of freeze-thawing on mito-
chondria in the medium containing sucrose conducted
by Araki revealed a sharp reduction of the activity of
α-ketoglutarate dehydrogenase [4]. The activity of this
enzyme is mainly determined by the state of envi-
ronmental membrane lipids and its reduction is observed
after equilibration of the samples in the temperature
zone of phase transitions of the latter, whilst no altera-
tion in the activity of cytochrome-c-reductase and cyto-
chrome-c-oxidase under similar conditions is observed
[3]. Wino and Unicode investigated the effect of freez-
ing down to –20°C in isolated lipoprotein complex of
cytochrome oxidase and observed the inhibiting of
enzyme activity which increased after  mul-tiple freeze-
thawing cycles [115]. Fishbein and  Griffin have found
a decreased activity of cytochrome-c-reductase after
freeze-thawing mitochondria in KCl-containing me-
dium [32].

A decrease in enzymatic activity of catalytic pro-
teins after freeze-thawing down to (52 ± 4)% and (72 ±
3)% was revealed in CO and glucose oxidase, respec-
tively, that was found to depend on cooling rate and
solutes composing the medium, and was associated
with a change in protein conformation, resulted in an
increase in hydrophobicity in the vinicity of the active
center [83]. Moreover, freezing and subsequent thaw-
ing of CO led to a decrease in lipoprotein complex
dimensions as a result of detaching some protein-asso-
ciated lipids. The fact that freeze-thawing procedure
destabilized the enzyme structure was confirmed by a
reduced resistance of CO to heating (melting began at
lower temperatures) and a shift of pre-denaturation
conformational transition towards lower temperatures.
Kawato et al. showed this transition as stipulated by
conformational changes in a protein part of the complex
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связанных с белком липидов [93]. Снижение фер-
ментативной активности ЦХО в результате крио-
повреждения фермента объяснялось изменением
конформации внутри белковой глобулы, нарушаю-
щим взаимодействие между двумя гемами, без
диссоциации после низкотемпературного воздейст-
вия димеров ЦХО на мономеры [45].

Исходя из данных литературы относительно
влияния низких температур на белки (как изолиро-
ванные, так и входящие в состав биологических
систем), можно предположить, что белки с четвер-
тичной структурой наиболее криолабильны [7, 21,
52]. Однако наличие криорезистентных белков с
четвертичной структурой свидетельствует о час-
тичной универсальности этого наблюдения. Во
многих случаях не установлена степень обрати-
мости обнаруженных изменений структурно-функ-
циональных свойств ферментов после заморажи-
вания и последующего отогрева [87, 90, 115].
Основные закономерности криоповреждения бел-
ков в цикле замораживания-отогрева подробно
изучались П. Дузу [13] на примере растворимых и
мембраносвязанных ферментов с разной молеку-
лярной структурой и мембранной локализацией.
Механизм структурных изменений белковых мак-
ромолекул под влиянием низких температур пред-
ставляет особый интерес, поскольку его можно ис-
пользовать для раскрытия природы молекулярной
организации и функционирования биомакромолекул
с четвертичной структурой. Окончательно вопрос
о взаимосвязи между молекулярной организацией
каталитических белков и криолабильностью или
криорезистентностью до настоящего времени не
решен. Возможно новые экспериментальные дан-
ные как в криобиологических, так и в общебиологи-
ческих областях помогут прояснить ситуацию.

Процесс криоденатурации белков, который про-
является в потере структурного состояния натив-
ной белковой молекулы под влиянием холода, в
отличие от высокотемпературной денатурации,
управляем, а при использовании криопротекторов
возникает возможность еще в большей степени
сохранить свойства биомакромолекул при замора-
живании [3]. В случае замораживания белков в
изолированном виде наблюдается повреждающее
действие низких температур, проявляющееся в об-
ратимой денатурации биомакромолекул [109, 113].
Возможность низкотемпературной денатурации
белков определяется энтропийной природой гидро-
фобных взаимодействий, которые в глобулярных
белках образуют основную систему внутримоле-
кулярных кооперативных связей [91]. При этом
необходимо отметить, что анализ существующей
литературы по данной проблеме подтверждает
необходимость дальнейших исследований термо-
динамики низкотемпературной денатурации, по-

and not dependent on a number and properties of
protein-associated lipids [55]. Decrease in CO enzy-
matic activity as a result of enzyme cryodamage was
explained by a change in the conformation inside protein
globule, disordering the interaction between two hemes
without dissociation of CO dimers into monomers
following low temperature exposure [97].

Basing on the published data on the low tem-
perature effect on proteins (both isolated and being
the part of biological systems), one can assume proteins
with quaternary structure to be the most cryolabile [58,
69, 113]. However, the presence of cryoresistant pro-
teins with quaternary structure indicates only a partial
universalism of this observation. In many cases the
limits of reversibility of the revealed changes in struc-
tural and functional properties of enzymes after freez-
ing and following thawing were not established [49,
52, 114]. Basic regularities of protein cryodamages dur-
ing freeze-thawing cycle were studied in details by
Duzu [20] in soluble and membrane-bound enzymes
with different molecular structure and membrane
localization. Of special interest is the mechanism of
structural changes in protein macromolecules under
low temperature effect, because of the possibility to
use it for revealing the nature of molecular organization
and functioning of biological macromolecules with qua-
ternary structure. The question about the relationship
between molecular organization of catalytic proteins
and cryolability/cryoresistance has not been finally re-
solved yet. It is possible, that new experimental data
obtained both in cryobiological and general biological
fields would help to clarify the situation.

The process of protein cryodenaturation, manifested
in a loss of structural state of native protein molecule
under cold effect, in contrast to high temperature dena-
turation is a controlled one, and in case of using cryopro-
tectants there is the possibility to preserve to a greater
extent the properties of biological macromolecules
during freezing [6]. In case of protein freezing in isolated
form a damaging effect of low temperatures was ob-
served, manifested in a reversible denaturation of
biological macromolecules [105, 109]. The possibility
of low temperature denaturation of proteins is deter-
mined by an entropic nature of hydrophobic interac-
tions, which form the basic system of intramolecular
cooperative interactions in globular proteins [53]. It
should be noted that the analysis of current relevant
publications confirms the need for further studies of
thermodynamics of low temperature denaturation, be-
cause of difference of this process from usual thermal
denaturation [46].

Glycoproteins of some poikilotherms, cold-adapted
fish in particular, were established to be not only
cryostable, but capable to be antifreeze proteins [49,
101]. Up to now there are not enough data on glyco-
proteins, especially of homoiotherms not adapted to
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скольку этот процесс отличается от обычной теп-
ловой денатурации [84].

Установлено, что гликопротеиды некоторых
пойкилотермов, в частности рыб, адаптированных
к холоду, являются не только криостабильными, но
и могут играть роль антифризных белков [87, 106].
До настоящего времени не получено достаточного
количества данных относительно гликопротеидов,
в частности теплокровных животных, не адаптиро-
ванных к холоду, поэтому утверждения, что глико-
протеиды любой природы криорезистентны безос-
новательны.

Охлаждение биологических суспензий до тем-
пературы фазового перехода растворителя сопро-
вождается физико-химическими процессами, кото-
рые могут оказывать повреждающее влияние на
структуру и функцию белков. В литературе описа-
ны физико-химические явления, протекающие при
замораживании-отогреве биологических суспензий
на уровне межмолекулярных взаимодействий [9,
14]. Установлено, что повреждающее воздействие
на биомакромолекулы при замораживании могут
оказывать такие процессы, как концентрирование
солей и других компонентов раствора при вымора-
живании основной массы свободной воды, измене-
ние межмолекулярных взаимодействий и рН среды
(рис. 1). Совокупность этих факторов получила об-
щее название «эффекты раствора». Поскольку ука-
занные физико-химические изменения взаимообус-
ловлены и являются следствием вымораживания
воды, то их влияние на биомакромолекулы, по
существу, комплексное. Несмотря на данный факт,
авторы некоторых работ пытаются оценить вклад
в криоповреждение отдельных процессов. Напри-
мер, изучалась роль эффектов повышения концент-
раций солей при вымораживании свободной воды.
Ионы солей в растворе оказывают влияние на бел-
ки в основном путем электростатического взаимо-
действия с полярными аминокислотными остат-
ками, находящимися на поверхности белковой мо-
лекулы. При высоких концентрациях ионов может
проявляться эффект, связанный с их гидратными
свойствами. При изучении влияния заморажи-
вания-отогрева на конформацию изолированной
ЦХО методами дифференциальной температурно-
пертурбационной спектрофотометрии Е.Д. Роза-
нова и Е.И. Науменко [37, 45] показали, что актив-
ность фермента существенно зависит от солевого
состава среды. Так, если средой замораживания
служил фосфатный буфер, то значимого снижения
активности фермента после отогрева не наблю-
далось. В трис-буфере или в фосфатном буфере,
содержащем 0,15 М NaCl, активность фермента
после замораживания-отогрева уменьшалась поч-
ти в 2 раза. Авторы показали, что инактивация

cold, so the assertions that glycoproteins of any nature
are cryoresistant have no basis.

Cooling of biological suspensions down to the
temperature of solvent  phase transition is followed by
some physical and chemical processes, likely pos-
sessing a damaging effect on protein structure and
function. There are the publications concerning  physi-
cal and chemical phenomena occurring during freeze-
thawing of biological suspensions at the level of mole-
cular interactions [40, 120]. Such processes as con-
centrating of salts and other solutes during freeze-out
of a bulk free water, as well as the changes in mole-
cular interactions and pH of medium were established
as capable to cause a damaging effect on biological
macromolecules during freezing (Fig. 1). The combi-
nation of these factors has been generally defined as
the ‘solution effects’. Since the mentioned physical
and chemical changes are interdependent and result
from water freeze-out, their effect on biological macro-
molecules is substantially complex. Despite this fact,
some authors attempt to assess the contribution of
individual processes to cryodamage. For example, there
was studied the role of effects of salt concentration
rise during free water freeze-out. Salt ions interact
with proteins in a solution mainly through electrostatic
interactions with polar amino acid residues located on
protein molecule surface. If the ions are highly
concentrated the effect associated with their hydrate
properties may appear. When studying the effect of
freeze-thawing on conformation of isolated CO by the
methods of temperature-perturbation differential spect-
rophotometry Rozanova E.D. and Naumenko E.I. [86,
97] showed the enzyme activity as significantly depen-
dent on the medium salt composition. In particular, if
phosphate buffer was a freezing medium, no significant
decrease in enzyme activity had been observed. After
freeze-thawing in Tris buffer or in phosphate buffer
containing 0.15 mol NaCl the enzyme activity dec-
reased two-fold. The authors showed that enzyme
inactivation occurred within the range of –20…–30°C
after the CO was affected by concentrated saline
solutions  following freeze-out of free water. It was
found also that CO inhibition was stipulated by confor-
mational changes in the vinicity of active center,  mani-
fested in higher accessibility of solvent to the heme
areas.

High concentrations of some cations and anions
which are normally present in low concentrations and
required to maintain the structure and function of
protein may cause a damage effect. Such ions as F–,
NO3–, Cl–, Br– are able to interact with copper cation
inside a protein globule [69]. Similar results after rapid
freezing were obtained by H. Beintert et al. who
studied by EPR the interaction of anions with cyto-
chrome oxidase hemes in cavities inside a molecule



90 проблемы криобиологии и криомедицины
problems of cryobiology and cryomedicine

том/volume 24, №/issue 2, 2014

фермента происходит в диапазоне –20...–30°C в
результате действия на ЦХО концентрированных
растворов солей после вымораживания свободной
воды. При этом установлено, что ингибирование
ЦХО обусловлено изменением конформации в зоне
активного центра, которое проявлялось в большей
доступности растворителя к гемовым областям.

Высокие концентрации некоторых катионов и
анионов, которые в небольших концентрациях
необходимы для поддержания структуры и функции
белка, могут оказывать повреждающее действие.
Такие ионы, как F–, NO3–, Cl–, Br–, способны взаи-
модействовать с катионом меди, который находит-
ся внутри белковой глобулы [22]. Аналогичные
результаты после быстрого замораживания были
получены H. Beinert и соавт. при изучении методом
ЭПР взаимодействия анионов с гемами цитохром-
оксидазы, расположенными в полостях внутри мо-
лекулы [59]. S.P. Sun и соавт. наблюдали изменение
третичной и четвертичной структур сывороточного
альбумина быка в растворах с концентрацией LiCl
выше 4 М [110]. Необратимые конформационные
изменения иммуноглобулинов под действием солей
NaCl, KCl, NaBr происходят при концентрации выше
2–4 М [25, 27], а денатурация сывороточного аль-
бумина быка – при концентрации NaCl 4,6 М [26].
Процессы рекристаллизации, происходящие при
отогреве, дополнительно увеличивают повреждаю-
щее действие гиперконцентрации солей на биомак-
ромолекулы (рис. 2) [18, 69].

Анализ литературы свидетельствует о том, что
в низкотемпературном повреждении белков с чет-
вертичной структурой существенными являются
такие изменения параметров среды, как концентри-
рование солей в эвтектической области темпера-
туры и снижение рН. Наличие концентрированного
солевого раствора, который формируется в микро-
фазах затвердевшей матрицы, уже достаточно для
распада белка на субъединицы [13, 85], как и изме-
нения только рН для дестабилизации белков с
четвертичной структурой [41]. Разная раствори-
мость неорганических солей, в том числе и входя-
щих в состав буферных растворов, в процессе замо-
раживания может влиять на значительный сдвиг
рН, причем при использовании растворов фосфат-
ных буферов соли калия сдвигают рН меньше, чем
соли натрия [60, 63, 81]. Для замораживания фер-
ментов применяют буферные растворы на основе
молекул-цвиттерионов, поскольку изменение рН
при кристаллизации водной фазы с охлаждением
таких растворов незначительно [77]. При этом
причиной повреждения биомакромолекул может
быть концентрирование нейтральных солей [45].

Изучалась роль эффектов дегидратации био-
макромолекул в повреждающем действии низких

[5]. S.P. Sun et al. observed the change of tertiary
and quaternary structures of bovine serum albumin in
the solutions with concentration of LiCl higher than
4 M [106]. Irreversible conformational changes of im-
munoglobulins under effect of NaCl, KCl, NaBr occu-
red under concentrations higher than 2–4 M [72, 74],
and denaturation of bovine serum albumin was found
at NaCl concentration of 4.6 M [73]. Recrystallization
processes during thawing additionally aggravate a da-
maging effect of salt hyperconcentrations on biomacro-
molecules (Fig. 2) [21, 64].

Analysis of publications shows that such changes
of medium parameters as concentrating of salts in the
eutectic temperature range as well as decreased pH
are significant agents of low temperature damage of
proteins with quaternary structure. The presence of
concentrated saline formed in microphases of solid
matrix is sufficient for proteolysis [20, 47] and the
changes of solely pH is enough for destabilization of
proteins with quaternary structure [90]. Various solu-
bility of inorganic salts including the ones constituting
buffer solutions can cause a significant shift in pH

Рис. 2. Реакция биополимеров на отогрев после замо-
раживания.
Fig. 2. Reaction of biopolymers to heating post freezing.
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температур [82, 83]. Дегидратация биомакромо-
лекул вследствие вымораживания воды, связанной
с белком, может существенно влиять на криопов-
реждение белков при замораживании и последую-
щем отогреве [24, 54, 103]. Было исследовано изме-
нение гидратации при действии замораживания на
каталазу и пероксидазу, при этом показано, что
дегидратация является причиной криоповреждений
[64, 65]. Особенности дегидратации при поврежде-
нии белковых систем в результате замораживания-
отогрева широко изучались на ферментах [19, 20,
64, 65, 88]. Было обнаружено, что характер инакти-
вации ферментов примерно однотипен. Это дало ос-
нование считать дегидратацию биомакромолекул
причиной криоповреждения каталитических белков
[1, 53].

Как показали Е.А Пермаков и соавт. [101],
понижение температуры растворов белков от 0 до
–196°C вызывает резкие ступенчатые сдвиги спек-
тров триптофановой флуоресценции. При этом у
белков с внутренними триптофановыми остатками
эти сдвиги происходят в диапазоне –2...–90°C, а у
белков, имеющих только внешние триптофано-вые
остатки, – при 20...0°C [5]. При исследовании вы-
сушенного до небольшой остаточной влажности
белка описанный эффект исчезает, а при увлажне-
нии – появляется.

На основании результатов измерений изотерм
адсорбции Ю.И. Хургин установил существование
нескольких фракций связанной с белком воды [53].
Данный факт описан и в более поздних работах, в
которых использовались такие методы, как ядер-
ный магнитный резонанс, температурно-пертурба-
ционная спектрофотометрия, сканирующая калори-
метрия и высушивание коллоидного раствора [8,
43, 44, 47]. Первая фракция воды находится на
отдаленном расстоянии от поверхности биополи-
меров или компонентов мембран, характеризуется
высокой подвижностью молекул и является мета-
болически активной. Она обеспечивает транспорт
веществ и метаболитов, катализ и другие функ-
циональные процессы. Вторая фракция менее под-
вижна, расположена ближе к поверхности биополи-
мера, локализована в гидрофобных карманах либо
других извитых канальцах, существующих около
поверхности биомолекул. Считается, что вторая
фракция имеет более сложную структуру, чем пер-
вая, и состоит из клатратгидратов или полиморфно-
льдоподобных систем. Третья фракция воды, сос-
тавляющая би- и мономолекулярный слой, прочно
связана непосредственно с поверхностью биомоле-
кул за счет сил взаимодействия с заряженными
группировками белка [13]. По мере удаления от по-
верхности биополимера, переходя от третьей к пер-
вой фракции, подвижность молекул воды, как и
температура ее кристаллизации, увеличиваются.

during freezing, particularly, the potassium salts in
phosphate-buffered salines shift pH less, than sodium
salts [12, 16, 39]. To freeze enzymes one use buffer
solutions based on zwitterion molecules since pH
changes occured during crystallization of aqueous
phase in the course of cooling of these solutions is
insignificant [34]. In this case, the concentrating of
neutral salts could cause the biomacromolecules da-
mage [97].

The biomacromolecules dehydration was studied
to reveal its part in damaging effect of low tempera-
tures [41, 42]. Biomacromolecules dehydration due to
freeze-out of protein-bounded water can significantly
affect the protein cryodamage during freezing and
following thawing [14, 71, 98]. The changes in
hydration during freezing was investigated in catalase
and peroxidase, and dehydration was shown to be the
cause of cryoinjuries [17, 18]. Dehydration peculiarities
in damage of protein systems after freeze-thawing
were thoroughly studied in enzymes [17, 18, 50, 65,
66]. The character of enzyme inactivation was revealed
to be of similar type. This allowed to consider dehyd-
ration of biomacromolecules as the cause of cryoin-
juries in catalytic proteins [2, 59].

E.A. Permakov et al. [95] showed that cooling of
protein solutions from 0 down to –196°C induced sharp
stepwise shifts in the spectra of tryptophan fluores-
cence. In particular, in proteins with internal tryptophan
residues these shifts occured within the range of
–2…–90°C, while in proteins containing only external
tryptophan residues they were found at 20…0°C [10].
If the protein was dried to some remnant moisture the
described effect disappeared, but after moisturizing it
appeared again.

Based on the measured adsorption isotherms
Yu.I. Khurgin found the existence of several fractions
of protein-bound water [59]. This fact was described
also in later researches which utilized the methods of
nuclear magnetic resonance (NMR), temperature-
perturbation spectrophotometry, scanning calorimetry
and drying of colloid solution [37, 93, 96, 110]. The
first water fraction is found at a remote distance from
biopolymers or membrane components surface, it is
characterized by a high mobility of molecules and as
possessing metabolic activity. It provides a transport
of substances and metabolites, catalysis and other
functional processes. The second fraction is less
mobile, it is located closer to biopolymer surface,  in
hydrophobic pockets or other convoluted tubules near
biomolecules surface. It is believed that the second
fraction has more complicated structure than the first
one and consists of clathrate hydrates and polymorphic
ice-like systems. The third water fraction forms bi-
and monomolecular layer and it is tightly bound
immediately with biomolecules surface due to the for-
ces of interactions with the charged protein groups



Исследования методами ЯМР и ЭПР спиновых
меток показывают, что вблизи молекул белков су-
ществует слой воды толщиной 0,5–0,6 нм, микровяз-
кость которого в 2–3 раза выше, чем у свободной
фракции воды [17, 23]. Прочность связи молекул
фракций связанной воды с молекулами биополи-
меров важна в формировании и поддержании натив-
ной структуры биомакромолекул и их функциониро-
вания в живых системах [1, 49]. Охлаждение, низко-
температурное воздействие значительно изменяют
структуру воды, фракции которой участвуют в ста-
билизации конформации биополимеров. Важной
термодинамической особенностью воды, связан-
ной с поверхностью биополимера фракции воды,
является ее более низкая температура плавления
по сравнению со свободной водой, которая в даль-
нейшем продолжает снижаться по мере дегидрата-
ции белка [78, 79]. Считается, что фракции воды,
локализованные вблизи поверхности или в замкну-
тых полостях биополимеров, при замораживании
имеют размытую зону кристаллизации, охваты-
вающую температурный диапазон от 0 до –70°C и
даже до –80°C [3, 17]. Еще до более низких тем-
ператур (–120 или –130°C) сохраняется подвиж-
ность молекул в прочно фиксированном би- или
мономолекулярном слое воды.

Данными литературы подтверждено существо-
вание молекул воды, связанных с внутренней
поверхностью белковой глобулы [38, 92]. Кроме
того установлено, что время корреляции ориента-
ционной релаксации такой воды соответствует
времени корреляции вращательной релаксации
белков [6, 101]. Это является свидетельством того,
что в глубоких полостях белковой глобулы находит-
ся прочносвязанная с молекулой белка вода.

Как отмечалось выше, при охлаждении и осо-
бенно при замораживании свойства воды, поддер-
живающей в физиологических условиях нативную
конформацию биомакромолекул, подвержены зна-
чительным изменениям [1, 14, 49]. Поэтому важ-
ным для понимания механизмов криоповреждений,
их обратимости в цикле криоконсервирования, а
также для разработки средств и подходов криоза-
щиты является определение роли воды в структур-
ной стабильности/нестабильности охлажденных до
0°C или замороженных до небольших отрицатель-
ных температур биополимеров. Для белковой гло-
булы в воде равновесие сил, поддерживающих ее
нативную конформацию, достигается благодаря
расположению определенного числа гидрофобных
групп не только внутри, но и на поверхности белко-
вой глобулы [89, 94, 95, 102], наличию молекул воды
внутри макромолекул [38, 92]. Равновесие сил
осуществляется также благодаря двойственному
характеру воздействия воды на структуру белка:
стабилизирующему (за счет гидрофобных взаимо-

[20]. When moving from the biopolymer surface with
transiting from the third into the first fraction the
mobility of water molecules as well as its crystallization
temperature increase. Spin label NMR and EPR
showed that there is a layer of 0.5–0.6 nm water
around the protein molecules, its microviscosity is 2–3
times higher than the one of free water fraction [8,
63]. The bonding strength in the fractions of water
associated with biopolymer molecules is essential in
formation and maintenance of native structure of
biomacromolecules and their functioning in living sys-
tems [2, 26]. Cooling and low temperature exposure
significantly change the structure of water, the fractions
of which are involved into stabilization of biopolymers
conformation. An essential thermodynamic feature of
water fraction associated with the surface of biopo-
lymer is its lower melting temperature as compared to
free water and its following decrease during protein
degradation [35, 36]. It is believed that water fractions
localized near surface or in closed cavities of biopoly-
mers have diffused zone of crystallization during
freezing, and it is within the temperature range of 0…
–70°C and even to –80°C [7, 63]. The molecular
mobility in tightly fixed bi- or monomolecular layer of
water is preserved even at lower temperatures (–120
or –130°C).

There are published data about the existence of
water molecules bound with internal surface of protein
globule [54, 87]. Moreover, the correlation period of
orientational relaxation of this water was found to be
consistent with that of rotational relaxation of proteins
[11, 95]. This supports the fact that water tightly bound
with protein molecule is located in deep cavities of
protein globule.

As it was mentioned above, the properties of water
maintaining the native conformation of biomacromo-
lecules in physiological conditions are exposed to
significant changes during cooling and, especially, freez-
ing  [2, 26, 120]. Therefore, the revealing of how water
participates in stability/instability in the structure of
biopolymers cooled down to 0°C or frozen down to
near-zero negative temperatures is important to under-
stand the mechanisms of cryodamages, their rever-
sibility during cryopreservation cycle and to develop
the means and approaches of cryoprotection. The
balance of forces maintaining native conformation of
protein globule in water is acquired due to localization
of certain number of hydrophobic groups both inside
and on the surface of protein globule [51, 56, 60, 94],
presence of water molecules inside the macromolecu-
les [54, 87]. The balance of forces is provided by a
dual character of water effect on protein structure:
stabilizing (due to hydrophobic interrelations) and
loosening (due to the effects of competition between
water molecules for interchain hydrogen bonds within
the protein globule) [1]. Water features in the vinicity
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действий) и разрыхляющему (за счет эффектов
конкуренции молекул воды за межцепочечные
водородные связи в пределах белковой глобулы)
[56]. Свойства воды около гидрофобных или гидро-
фильных участков биологических молекул ради-
кально отличаются от таковых в растворе. Су-
ществует предположение, что холодовая денатура-
ция обусловлена изменениями нативных взаи-
модействий между молекулами воды и неполяр-
ными группами [66]. Показано, что гидратацион-
ный слой, структурно связанный с белковой моле-
кулой, имеет большое значение для стабилизации
ее нативной конформации, необходимой для реали-
зации белком специфических функций [1]. Связан-
ную, упорядоченную или биологическую воду в
криобиологии еще называют незамерзающей (пра-
вильнее говорить о незамерзшей воде, допуская
неравновесные состояния) [14, 117, 118].

Следствием влияния низких температур на био-
макромолекулы является нарушение водородных
связей – фактора, стабилизирующего нативную
структуру биополимеров и определяющего их прос-
транственную конформацию. Вместе с тем вклад
водородных связей в стабилизацию нативной про-
странственной структуры биополимера невелик,
поскольку выигрыш в свободной энергии при пере-
носе групп, образующих водородную связь, из
растворителя (воды) в интерьер макромолекулы
мал. Аналогичные выводы о стабилизирующем
характере водородных связей были получены при
теоретическом рассмотрении переходов спираль-
клубок в полиаминокислотах [41]. Однако система
водородных связей в белке может качественно
отличаться от таковой в синтетических полипеп-
тидах, поэтому некоторые авторы осторожно под-
ходят к выводам, сделанным на основе модель-
ных систем [15].

Кроме водородных связей, важное место при
обсуждении вопроса о стабильности белков от-
водится гидрофобным эффектам. Отчасти это
обусловлено ролью структуры растворителя в
определении стабильности белковой молекулы, но
в большей степени простым экспериментальным
обнаружением гидрофобных эффектов. Значитель-
ное число гидрофобных боковых цепей, скрытых во
внутренней части молекулы нативного белка,
вступают в контакт с растворителем в результате
разупорядочивания структуры. Любое возмуще-
ние, снижающее их стабильность, например воз-
действие низких температур, будет изменять раст-
воримость белка в том случае, если оно не приво-
дит к возникновению нового и энергетически более
выгодного способа размещения неполярных групп
[101].

Большую роль в обеспечении сохранности бел-
ков играют скорости замораживания. При охлажде-

hydrophobic and hydrophilic regions of biological
molecules drastically differ from those in a solution.
There is a suggestion that cold denaturation is stipulated
by the changes in native interactions between water
molecules and non-polar groups [19]. It was shown
that hydration layer being structurally bound with
protein molecule had a significant value for stabilization
of its native conformation required to implement the
specific protein functions [2]. Cryobiology defines also
the bound, ordered or biological water as non-frozen
one (one should speak about non-frozen water taking
into account the non-equilibrium states) [116, 117, 120].

Effect of low temperatures on biomacromolecules
results in the disorder of hydrogen bonds, being the
factor stabilizing native structure of biopolymers and
determining their spatial conformation. Herewith, the
contribution of hydrogen bonds into stabilization of
native spatial structure of biopolymer is insignificant
since the advantage of free energy during transition of
groups forming hydrogen bond from solvent (water)
into interior of macromolecule is non-essential. Similar
conclusions on stabilizing character of hydrogen bonds
were obtained during theoretical analysis of the helix-
to-coil transitions in polyamino acids [90]. However,
the system of hydrogen bonds in protein can fundamen-
tally differ from that in synthetic polypeptides, there-
fore some authors are careful when making conclu-
sions based on the used model systems [61].

When discussing the question of protein stability
the attention is paid not only to hydrogen bonds but to
hydrophobic effects as well. This is partially due to
the role of the solvent structure in providing the stability
of protein molecule, but mostly owing to a simple expe-
rimental discovery of hydrophobic effects. A great
number of hydrophobic side chains, hidden in the inner
part of native protein molecule comes into contact with
solvent as a result of structure disordering. Any distur-
bance, reducing their stability, e. g. the cold tempera-
ture exposure will change the protein solubility in case
if it would not lead to a new, energetically more efficient
location way for nonpolar groups [95].

Freezing rates are prominent in providing protein
integrity. During cooling with moderate rates
(~20 deg/min) there are formed the crystals with larger
surface as compared with those occurring when freez-
ing with low rates (~1–2 deg/min) [12]. There are
reports about significant denaturation changes in
biological macromolecules when using moderate cool-
ing rates [99]. High freezing rates significantly reduce
the period of molecules stay under unfavourable
conditions, so their use is preferrable [119]. There is a
believe that with increasing the protein concentration
its stability enhances. This fact can be explained by a
decreased relative amount of protein on the ‘ice –
concentrated solution’ interface [108]. Melting pro-
cesses of biological macromolecules in concentrated

проблемы криобиологии и криомедицины
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 24, №/issue 2, 2014

93



нии с умеренными скоростями (~20 град/мин)
образуются кристаллы с большей поверхностью по
сравнению с кристаллами, которые возникают при
замораживании с низкими скоростями (~1–
2 град/мин) [60]. Описаны случаи, когда при ис-
пользовании умеренных скоростей охлаждения
получали значительные денатурационные измене-
ния биомакромолекул [104]. Высокие скорости
замораживания существенно снижают время пре-
бывания молекул в неблагоприятных условиях,
поэтому их использование более предпочтительно
[120]. Считают, что с увеличением концентрации
белка его стабильность повышается, это можно
объяснить уменьшением относительного количест-
ва белка на поверхности раздела лед – концентри-
рованный раствор [112]. В концентрированных
растворах белков даже процессы плавления био-
макромолекул обратимы в 85–90% случаев [4].
Однако по окончательной картине структурно-
функциональных нарушений биомакромолекул не-
возможно определить относительный вклад от-
дельных факторов криоповреждения [3, 14, 97].

В настоящее время большое внимание уделяет-
ся исследованию естественных белковых смесей.
Замораживание сыворотки кордовой крови, фолли-
кулярной жидкости, водно-солевых экстрактов пла-
центы со скоростями охлаждения от 1 до 7 град/мин
приводит к разрыхлению поверхностных полипеп-
тидных цепей и агрегации биомакромолекул [31, 35,
42, 82]. Показано, что при образовании агрегатов с
молекулярными массами 120 и 300 кДа высокомо-
лекулярными белками (альбумин, глобулины) в
агрегации могут принимать участие и биомакро-
молекулы с молекулярной массой 12 кДа и ниже
[33]. Наблюдали структурные изменения в белко-
вых компонентах сыворотки плацентарной крови
человека, связанные с диамид-индуцируемой агре-
гацией белков, обусловленной, очевидно, процес-
сами замораживания-отогрева, поскольку разли-
чий, связанных с длительностью и температурами
хранения (–20 и –196°С), в формировании агрегатов
не обнаружено [67]. Возникающее при криоконсер-
вировании нарушение межмолекулярных взаимо-
действий в сложных, многокомпонентных систе-
мах, в том числе сыворотки крови, может приво-
дить не только к структурно-конформационным
изменениям белковых молекул, но и некоторых
показателей всей белковой системы. Так, исследо-
вание влияния факторов криоконсервирования на
стабильность физиологических показателей в
образцах сыворотки крови, хранившейся в течение
2 и 25 лет при –25°С по сравнению с образцами,
хранившимися в течение месяца, выявило в них
определенные изменения. Уровень одних показате-
лей (натрия, кальция, железа и креатинина) не изме-
нялся, в то время как другие имели значимые раз-

protein solutions are even reversible in 85–90% of
cases [9]. However, the final pattern of structural and
functional disorders of biological macromolecules could
not be used to determine a relative contribution of indivi-
dual factors of cryodamage [6, 70, 120].

Currently a great attention is paid to studies concer-
ning natural protein mixtures. Freezing of cord blood
serum, follicular fluid, aqueous-saline placenta extracts
with cooling rates from 1 to 7 deg/min led to loosening
of surface polypeptide chains and aggregation of bio-
logical macromolecules [41, 82, 84, 92]. It was shown
that formation of aggregates with 120 and 300 kDa
molecular weights by high molecular weight proteins
(albumin, globulins) could also involve biological macro-
molecules with molecular weight of 12 kDa and below
[80]. The structural changes found in protein compo-
nents of human placental blood serum were associated
with diamide-induced protein aggregation, that obvious-
ly was stipulated by freeze-thawing processes, since
no differences associated with the duration and storage
temperatures (–20 and –196°C) in aggregate forma-
tion were observed [25]. The disorders in molecular
interactions in the complex, multi-component systems,
including blood serum, occurring during cryopreser-
vation, might lead not only to structural and conforma-
tional changes in protein molecules, but affect some
indices of the entire protein system. In particular, the
investigation of the effect of cryopreservation factors
on stability of physiological indices in blood serum
samples stored for 2 and 25 years at –25°C, if compa-
red with those stored for 1 month, revealed certain
changes. The level of some indices (sodium, calcium,
iron and creatinine) remained unchanged, while the
other ones had significant differences (uric acid con-
centration and bilirubin level in the samples decreased
by 7.6 and 59.4%, respectively). Probably, these
disorders could be related primarily to the possible
changes in the interactions between various compo-
nents of serum, including macromolecules and small
organic and inorganic molecules [38]. Storage of blood
serum at cryobank under –25°C resulted in the changed
albumin and free fatty acids concentration. In the
samples stored for 6–12 years we noted a significant
increase in these indices compared with those stored
within 3 years. The authors believed that an increased
level of free fatty acids resulted from their release out
of lipoprotein triglyceride-containing complexes, but the
elevation of albumin content, estimated colorimetrically
using bromocresol green dye in serum samples might
be due to a progressing protein unfolding, allowing
tighter binding of reactive groups of protein macromo-
lecules with the dye [48]. Proceeding from the
analyzed results of experimental data the mechanism
of conformational and structural cryoinjuries in biolo-
gical macromolecules was established [83], the
recommendations were made for cryoprotectant-free
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личия (концентрация мочевой кислоты снижалась
на 7,6 %, уровень билирубина в пробах – на 59,4 %).
Можно предположить, что данные нарушения мо-
гут быть связаны, в первую очередь, с возмож-
ностью изменений во взаимодействии между раз-
личными компонентами сыворотки, включая мак-
ромолекулы, малые органические и неорганические
молекулы [80]. При хранении в криобанке сыворот-
ки крови при –25°С были выявлены изменения
концентрации альбумина и свободных жирных
кислот. В образцах, хранившихся в течение 6–
12 лет, отмечалось значимое увеличение данных
показателей по сравнению с 3-летними образцами.
Повышение уровня свободных жирных кислот
является, по мнению авторов, следствием их вы-
свобождения из липопротеидных триглицеридсо-
держащих комплексов, а увеличение содержания
альбумина, оцененное колориметрически с исполь-
зованием красителя бромкрезол зеленый, в образ-
цах сыворотки может быть обусловлено прогресси-
рующим анфолдингом белка, допускающим боль-
шее связывание реакционных групп белковых
макромолекул с красителем [86]. На основе ре-
зультатов анализа экспериментальных данных был
установлен механизм конформационно-структур-
ных криоповреждений биомакромолекул [30],
выработаны рекомендации по криоконсервирова-
нию белковых растворов без криопротекторов с ис-
пользованием режима охлаждения со скоростью не
менее 100 град/мин с целью сохранения нативных
свойств биомакромолекул [34].

Таким образом, анализ данных литературы сви-
детельствует о том, что при действии как охлажде-
ния до субнулевых температур, так и заморажива-
ния-отогрева белки претерпевают конформацион-
ные изменения, которые могут сопровождаться
потерей активности и структурными нарушениями.
Считают, что ферменты, имеющие четвертичную
структуру, могут инактивироваться при понижении
температуры уже до 0°С. Инактивацию связывают
с диссоциацией олигомеров на субъединицы, выз-
ванной ослаблением гидрофобных взаимодейст-
вий. Указанные изменения обусловлены совокуп-
ностью физико-химических факторов (повышенная
концентрация электролитов и метаболитов, изме-
нение условий межмолекулярных взаимодействий,
дегидратационные эффекты, изменение структуры
растворителя, рН и т. д.), которые возникают при
понижении температуры и фазовом переходе воды
в водно-белковой системе в твердое состояние.
Однако четкого представления о механизмах крио-
лабильности биомакромолекул до настоящего
времени не существует. Остается открытым воп-
рос о раздельном влиянии низких температур и
растворителя на структуру белков и, как следст-

cryopreservation of protein solutions using cooling
regimen with the rate not lower than 100 deg/min, in
order to preserve native properties of biological macro-
molecules [81].

Thus, the analysis of published data suggests that
the effect of both cooling down to subzero temperatures
and freeze-thawing is expressed in conformational
changes in proteins, which may be accompanied by a
loss of activity and structural disorders. There is a belie-
ve that the enzymes with a quaternary structure may
be inactivated already during decrease of the tempe-
rature down to 0°C. The inactivation is associated with
dissociation of oligomer into subunits, caused by
weakening of hydrophobic interactions. These changes
are stipulated by a complex of physical and chemical
factors (increased concentration of electrolytes and
metabolites, changed conditions of molecular interac-
tions, dehydration effects, change in solvent structure,
pH, etc.), that occur under temperature decrease and
phase transition of water in aqueous-protein system
into a solid state. However, there is no distinct notion
on mechanisms of cryolability in biological macromo-
lecules. The question about a discrete influence of low
temperatures and a solvent on protein structure and,
consequently, their activity is still open. Of note is the
fact, that the studies do not demonstrate (with rare
exceptions) the limits of reversibility of revealed
changes in structural and functional properties of
proteins after freeze-thawing. There is a small number
of reports with noted resistance of some proteins in
solution during freeze-thawing, while a specific reason
for such a stability has not been revealed yet. Since
the data confirming the relationship between molecular
organization of catalytic proteins and cryolability or
cryoresistance are not sufficient, further experimental
studies are nessessary.
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вие, на их активность. Следует отметить, что в
исследованиях (за редким исключением) не пока-
зана степень обратимости обнаруженных измене-
ний структурно-функциональных свойств белков
после замораживания-отогрева. Имеется неболь-
шое количество работ, в которых отмечена устой-
чивость некоторых белков в растворе при замо-
раживании-отогреве, причем конкретная причина
подобной стабильности не определена. Поскольку
данных, подтверждающих взаимосвязь между мо-
лекулярной организацией каталитических белков
и криолабильностью или криорезистентностью
недостаточно, необходимо проведение дальнейших
экспериментальных исследований.
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