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Реферат: У роботі досліджено взаємодію сумішей гліцерину (ГЛ) та його оксиетильних похідних (ОЕГ) зі ступенем 
полімеризації (n) 3, 25 і 30 із диметилацетамідом (ДМАЦ) у водному розчині за допомогою флуоресцентного зонда 3-
гідрокси-4´-(N, N диметиламінофлавонол). Встановлено, що комбінація ГЛ та його оксиетильних похідних із ДМАЦ знижує мембра-
нотропність окремих кріопротекторів, які складають суміш. Комбінація ГЛ, як і його низькомолекулярного похідного (ОЕГn=3), із 
ДМАЦ знижує мембранотропність останнього. У той самий час комбінація високомолекулярних похідних ГЛ (ОЕГn=25 і ОЕГn=30) 
із ДМАЦ знижує мембранотропність ОЕГ. Показано, що ОЕГn=30 за концентрацій вище 1 мас.% утворює у водному розчині струк-
тури міцелярного типу або міцелярні асоціати. Цей факт дозволяє припустити, що мембранотропна здатність асоціатiв високомо-
лекулярних ОЕГ обумовлена можливістю взаємодії їх неполярних сегментів із неполярними ділянками на поверхні біомембран. 
Експериментально встановленим механізмом зниження цитотоксичності комбінованих кріозахисних середовищ названо пе-
ребудови структури молекулярних асоціатів у водних розчинах сумішей низько- і високомолекулярних кріопротекторів. 
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Abstract: In this paper we have studied the interaction of the mixtures of glycerol (GL) and its oxyethylated derivatives (OEG) 
with polymerization degree n = 3, 25 and 30 with dimethylacetamide (DMAc) in aqueous solution using 3-hydroxy-4´-(N, N dime-
thylaminofl avone) fl uorescent probe. The combination of GL and its oxyethylated derivatives with DMAc was found to reduce the 
membranotropy of certain cryoprotective agents, forming a mixture. The combination of both GL and its low molecular weight derivative 
(OEGn=3) with DMAc reduced the membranotropy of the latter. At the same time, combining GL derivatives of high molecular weight 
(OEGn=25 and OEGn=30) with DMAc diminished the membranotropy of OEG. The OEGn=30 at concentrations above 1 wt.% was shown 
to form the micellar-type structures or micellar associates in aqueous solution. This enabled suggesting the membranotropic ability 
of high molecular weight OEG associates to be stipulated by possible interaction of their nonpolar segments with nonpolar sites on 
biomembrane surface. Structural rearrangements of molecular associates in aqueous solutions of low and high molecular weight 
cryoprotectant mixtures were designated as the experimentally established mechanism of cytotoxicity reduction in combined cryopro-
tective media. 

Key words: glycerol, oxyethylated derivatives, dimethylacetamide, cryoprotectants, mixtures, membranotropy, 3-hydroxy-4´-
(N, N dimethylaminofl avone), fl uorescence. 

Створення нових та більш ефективних кріо-
захисних середовищ для низькотемпературного 
консервування біологічних об’єктів залишаєть-
ся однією із найважливіших і актуальних проб-
лем сучасної кріобіології. Як свідчать експери-
ментальні дані останніх років, перспективними 
напрямками кріобіології вважаються створення 
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The designing of novel and more effi  cient 
cryoprotective media for low temperature preservation 
of biological objects has still remained one of the 
crucial and topical issues in current cryobiology. 
As evidenced by recent experimental fi ndings, the 
development of new effi  cient cryopreservatives via 
combining the cryoprotective agents within protec-
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нових ефективних кріоконсервантів шляхом ком-
бінацій кріопротекторів у захисних середовищах і 
дослідження механізмів дії останніх [3–5, 18, 20, 
23]. Мета такого підходу – отримання кріозахис-
них середовищ із покращеними властивостями і, 
перш за все, зі зниженою цитотоксичністю [2–4], 
проявом якої на рівні біомембран є, зокрема, змен-
шення мембранотропності. В нашій роботі термін 
«мембранотропність» означає спричинену зов-
нішнім агентом будь-яку (пряму або непряму) мо-
дифікацію мембранних структур, яка призводить 
до порушення початкових властивостей мембран 
(структура ліпідного бішару, конформація мем-
бранних білків та ліпідів, гідратація, транспорту 
речовин, тощо). Так, виявлена висока кріозахисна 
ефективність оксиетильних похідних гліцерину 
обумовлює можливість застосування цих сполук в 
якості непроникних кріопротекторів при розроб-
ці нових методів кріоконсервування еритроцитів 
людини, які не потребують відмивання перед 
трансфузією [3, 4]. При цьому на етапі тестування 
потенційної цитотоксичності сумішей кріопро-
текторів ефективним є підхід, який ґрунтується 
на аналізі сигналу флуоресцентного зонда, що 
знаходиться у водному розчині кріопротектора 
і завдяки особливостям своєї хімічної будови є 
чутливим індикатором мембранотропності роз-
чину [1, 9, 12]. 

У якості флуоресцентного зонда був викори-
станий 3-гідрокси-4´-(N, N диметиламінофла-
вонол) (ДМАФ), який належить до класу флуо-
рофорів, здатних до внутрішньомолекулярного 
фотоперенесення протона (ESIPT). Результатом 
ESIPT є утворення в збудженому стані таутомер-
ної T*-форми, яка створює окрему смугу в спек-
трі флуоресценції, зміщену батохромно відносно 
положення смуги початкової N*-форми. Відмін-
ність у будові та взаємодії з молекулами оточен-
ня цих таутомерних форм обумовлює різницю їх 
спектральних властивостей і дозволяє за змінами 
у спектрах флуоресценції відслідковувати поляр-
ність середовища, а також його протонодонорні та 
протоноакцепторні характеристики. В спектрах 
флуоресценції вплив середовища віддзеркалюєть-
ся у вигляді змін інтенсивності та загального або 
взаємного розташування максимумів смуг емісії 
[20–22]. У полярних розчинниках із високою ну-
клеофільністю або протонодонорністю, напри-
клад, у нижчих спиртах чи воді, кількість Т*-фор-
ми може бути мінімальною, і флуоресценція буде 
візуально односмуговою, проте з характерним 
положенням максимуму у кожному випадку [14]. 
Відзначені спектральні властивості ДМАФ, а та-
кож доволі висока ліпофільність обумовили його 
використання в якості ратіометричного зонда 

tive media and studying the action mechanisms of 
the latter, have been considered as promising trends 
in cryobiology [2, 10, 13, 17, 18, 20, 21]. This 
approach aims to obtain the cryoprotective media 
with improved properties and, primarily with reduced 
cytotoxicity [16, 17, 20], particularly manifested 
by membranotropy decrease at biomembrane level. 
The notion ‘membranotropy’ defi nes here any (direct 
or indirect) modifi cation in membrane structures 
caused by an external agent, resulting in a disorder 
of initial membrane properties (lipid bilayer struc-
ture, conformation of membrane proteins and li-
pids, hydration, transport of substances, etc.). For 
example, the revealed high cryoprotective effi  ciency 
of glycerol oxyethylated derivatives makes it possible 
to use these compounds as non-penetrating cryopro-
tectants when designing the new methods for human 
erythrocyte cryopreservation, when no wash step is 
required before transfusion [17, 20]. Herewith, when 
testing the cryprotectant mixture for their potential 
cytotoxicity, this approach, including the analysis 
of fl uorescent signal of the probe, placed in cryo-
protectant aqueous solution, being a sensitive indica-
tor of solution membranotropy due to the features of 
its chemical structure is etticient [3, 4, 11].

As a fl uorescent probe we used 3-hydroxy-4´-
(N, N dimethylaminofl avone) (DMAF), presenting 
a class of fl uorophores, capable of an excited state 
intramolecular proton transfer (ESIPT). The ESIPT 
results in occurrence of tautomeric T*-form in 
an excited state, which creates a separate band in 
fl uorescence spectrum, shifted batochromically 
relative to the initial N*-form band position. Diff erent 
structure and interaction with environmental mo-
lecules of these tautomeric forms stipulate the dif-
ference in spectral properties and allow by changes 
in fl uorescence spectra monitoring the medium 
polarity, as well as its proton-donor and proton-
acceptor characteristics. In fl uorescence spectra, the 
medium impact is refl ected as changes in intensity 
and general or mutual location of the emission 
band maxima [13–15]. In polar solvents with high 
nucleophilicity or proton donor ability, such as 
lower alcohols or water, the amount of T*-form may 
be minimal, and the fl uorescence will be visually 
single-band, but with a typical position of maxi-
mum in each case [6]. The observed spectral pro-
perties of DMAF, as well as quite a high lipophi-
licity stipulated its use as a ratiometric probe to 
investigate the surface area of lipid membranes, 
as shown in study of membrane phase transitions 
of diff erent composition using DMAF [2, 3, 7]. 
This DMAF feature was also used to analyze the 
micellar structures and evaluate the state of lipid 
bilayer [14]. 
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для вивчення поверхневої ділянки ліпідних мем-
бран, як це було показано у дослідженнях фазових 
переходів мембран різного складу за допомогою 
ДМАФ [11, 12, 15]. Цю властивість ДМАФ було 
використано також для аналізу міцелярних струк-
тур та оцінки стану ліпідного бішару [21].

Наведені вище спектральні властивості ДМАФ, 
що дозволяють відслідковувати полярності, фазові 
переходи або зміну структури розчинів, пов’язані, 
в першу чергу, зі складом сольватної оболонки 
молекул зонда. Так, у сумішах більш гідрофобних 
речовин із водою даний зонд буде мати змішану 
сольватну оболонку, в якій можна буде відслід-
ковувати кількість молекул води за орієнтацією 
положення двох смуг емісії або відношення їх ін-
тенсивностей [21]. 

Різниця в спектрах емісії ДМАФ є відповіддю 
на зміни у хімічному складі сольватної оболон-
ки молекул зонда, яка, в свою чергу, залежить 
від сумарної енергії взаємодій (специфічного 
і неспецифічного типів) кожної молекули ото-
чення з зондом. Встановлені зміни можуть бути 
використані не лише для детектування фазових 
переходів або аналізу складу сумішей органіч-
них реагентів у воді, а також для оцінки гідро-
фобних властивостей останніх. Спектральні ха-
рактеристики флуоресцентного зонда ДМАФ у 
присутності потенційного кріопротектора (КП) 
дозволяють зробити попередні висновки про 
цитотоксичність КП на мембранному рівні (мем-
бранотропність) та ефективність його захисної дії. 

Мета роботи – дослідження за допомогою 
флуоресцентного зонда впливу гліцерину та його 
оксиетильних похідних окремо і в суміші з ди-
метилацетамідом на мембранотропну здатність 
кріопротекторного розчину.

Матеріали та методи
У роботі використовували ОЕГ, похідні глі-

церину зі ступенем полімеризації (n) 3, 25 і 30 
(ОЕГn=3, ОЕГn=25 і ОЕГn=30 відповідно), ОЕГ синте-
зований фірмою «Барва» (Україна) за технологією 
розробленою в ІПКіК НАН України [3]. Димети-
лацетамід (ДМАЦ) і гліцерин (ГЛ) фірми «Sigma 
Aldrich» (США).

Суміші (ДМАЦ:ГЛ, ДМАЦ:ОЕГn=3, ДМАЦ:
ОЕГn=25 і ДМАЦ:ОЕГn=30) готували на двічі дисти-
льованій воді (рН7,2) у масовому співвідношен-
ні 1:1. Концентрацію кріопротекторів виражали 
у масових процентах. 

Зонд ДМАФ синтезували у Київському На-
ціональному університеті ім. Т. Г. Шевченка за 
методом I.B. Bakaltcheva [10, 12] і використо-
вували у вигляді спиртового розчину. Кінцева 
концентрація зонда в зразках становила 1,7 × 10–6 М.

The mentioned above spectral properties of 
DMAF, enabling to track the polarities, phase 
transitions or change in solution structure, are 
primarily associated with the solvation shell 
composition of probe molecules. For example, in 
mixtures of more hydrophobic substances with wa-
ter, this probe will have a mixed solvation shell, 
where the number of water molecules could be 
tracked by position orientation of two emission 
bands or the ratio of their intensities [14]. 

The diff erence in emission spectra of DMAF 
is a response to changes in chemical composition 
of solvation shell of probe molecules, which, in 
turn, depends on total energy of interaction (of 
specifi c and nonspecifi c types) of each molecule 
of environment with probe. The revealed changes 
can be used not only to detect the phase transitions 
or analyze the mixture composition of organic 
reagents in water, but to assess hydrophobic proper-
ties of the latter as well. Spectral characteristics 
of DMAF fl uorescent probe in the presence of 
potential cryoprotectant (CP) allow drawing preli-
minary conclusions about CP cytotoxicity on mem-
brane level (membranotropy) and its protective 
effi  ciency.

The purpose of this reseach was to study 
the impact of glycerol and its oxyethylated 
derivatives used alone and together with dime-
thylacetamide on membranotropic capacity of cryo-
protective solution. 

Materials and methods
In this study, we used glycerol oxyethylated  

derivatives (OEG) with polymerization degree (n) = 
3, 25 and 30 (OEGn=3, OEGn=25 and OEGn=30, 
respectively). The OEG was synthesized by JSC
Fine Organic Syn-thesis Plant ‘Barva’ (Ukraine)
according to the protocol designed at the Institute 
for Problems of Cryobiology and Cryomedicine 
of the NAS of Ukraine [3]. Dimethylacetamide 
(DMAc) and glycerol (GL) were purchased from 
Sigma Aldrich (USA).

The mixtures (DMAc:GL, DMAc:OEGn=3, DMAc: 
OEGn=25 and DMAc:OEGn=30) were prepared with 
double distilled water (pH 7.2) in mass ratio of 1:1. 
The cryoprotectant concentration was expressed as 
a weight percentage.

The DMAF probe was synthesized at the Taras 
Shevchenko National University of Kyiv by the 
method of I.B. Bakaltcheva [1, 3] and used as an 
alcohol solution. The probe fi nal concentration 
in samples was 1.7 × 10–6 M.

Fluorescence spectra were recorded at room 
temperature (20°C) in 1 × 1 × 3 cm quartz cuvettes 
with Varian Cary Eclipse fl uorescence spectrophoto-
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Спектри флуоресценції реєстрували за кім-
натної температури (20˚С) у кварцевих кюветах 
1 × 1 × 3 см на спектрофлуориметрі «Varian Cary 
Eclipse», (США) з автоматичною корекцією. Ши-
рина вхідної та вихідної щілин монохроматора 
становили 5 нм. Флуоресценцію ДМАФ збуджу-
вали світлом із довжиною хвилі 405 нм. Оптична 
щільність зразків не перевищувала 0,05 – 0,1 од. 
на довжині хвилі збудження флуоресценції.

Для уточнення положення смуг, які не мали 
вираженого максимуму, виконували деконволю-
цію спектрів флуоресценції ДМАФ за програмою 
В. Г. Пивоваренко та співавт. [6]. Кожен експе-
римент повторювали 5 разів (n = 5). Дані наво-
дили як середнє значення ± стандартна помилка. 
Спектри кожного зразка реєстрували тричі, для 
аналізу використовували середні значення. Аналіз 
спектрів і статистичну обробку результатів ви-
конували в програмі «Microcal Origin 8.0» («Ori-
ginLab Corporation» США).

Результати та обговорення
Аналіз впливу кріопротекторів на флуоресцен-

цію зонда ДМАФ показав, що вони змінюють ін-
тенсивність (Imax), положення (λmax) і форму спект-
рів. 

Як видно з таблиці, «гідрофільний» ГЛ (ко-
ефіцієнт розподілу n-октанол-вода Kp становить 
0,005) порівняно з іншими КП найменше впливає 
на параметри флуоресценції ДМАФ. У дослід-
жених концентраціях ГЛ практично не змінює 
форму і положення спектра, лише дещо підвищує 
його інтенсивність. 

meter (USA) with automatic correction. The inlet 
and outlet slit width of monochromator was 5 nm. 
The DMAF fl uorescence was excited by light with 
405 nm wavelength. The optical density of samples 
did not exceed 0.05 to 0.1 units at the excitation 
wavelength of fl uorescence. 

To specify the position of bands that did not 
have a pronounced maximum, the DMAF fl uore-
scence spectra were deconvoluted by the program 
of V.G. Pivovarenko et al. [22]. Each experiment 
was repeated 5 times (n = 5). Data were reported as 
mean ± standard error. The spectra of each sample 
were recorded three times, by using the average 
values for analysis. The spectral analysis and 
statistical processing of the results obtained were 
performed with Microcal Origin 8.0 software 
(OriginLab Corporation, USA).

Results and discussion
When analyzing the impact of cryoprotectants 

on DMAF probe fl uorescence, they were found to 
change the spectral intensity (Imax), position (λmax) 
and shape. 

Table shows a ‘hydrophilic’ GL (the coeffi  cient of 
distribution Cd of n-octanol-water is 0.005) to have 
the least impact on DMAF fl uorescence parame-
ters if compared with other CP. Within the stu-
died concentrations, GL did not virtually alter the 
spectral shape and position, but slightly increased its 
intensity.

In contrast, DMAc as one of the most 
‘hydrophobic’ cryoprotectants (n-octanol-water Cd 
is equal to 0.233), signifi cantly aff ected the position 

Параметри спектрів флуоресценції зонда ДМАФ 
у водних розчинах кріопротекторів

Parameters of DMAF probe fl uorescence spectra 
in aqueous solutions of cryoprotectants

Середовище 
Medium

Imax, ум.од 
Imax, arb. units.

λmax, нм 
λmax, nm

Вода дистильована, рН 7,2 
Distilled water, pH 7.2 10 ± 1 559 ± 0,5

5 % ГЛ 
5% GL 12 ± 1 559 ± 0,5

5 % ДМАЦ 
5% DMAc 34 ± 2 552 ± 0,5

5 % ОЕГn=3 
5% OEGn=3 

39 ± 2 558 ± 0,5

5 % ОЕГn=25 
5% OEGn=25 

69 ± 1 546 ± 0,5

5 % ОЕГn=30 
5% OEGn=30 

132 ± 3 (плече) 
132 ± 3 (arm) 509 ± 2,0

Навпаки, ДМАЦ, один із найбільш 
«гідрофобних» кріопротекторів (Kp n-
октанол-вода дорівнює 0,233), суттєво 
впливає на положення й інтенсивність 
спектра ДМАФ, приводячи до зростання 
інтенсивності флуоресценції у 3–4 рази 
і зсуву максимуму смуги у короткохви-
льовий бік на 7 нм. Диметиламінофла-
вонол є порівняно невеликою моле-
кулою (М = 281,3 г/моль), яка добре 
моделює ліпофільність та міжмолеку-
лярні взаємодії на зовнішній поверх-
ні ліпідної мембрани (усі типи неспец-
ифічних взаємодій та водневі зв’язки). 
Поєднання кріопротекторів із ДМАФ 
у водних розчинах буде свідчити про 
їх взаємодію з поверхнею ліпідних мемб-
ран, оскільки кількість точок міжмоле-
кулярних взаємодій специфічної та не-
специфічної природи з кріопротектором 
збільшується, а отже змінюється енергія 
їх взаємодії.
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Цікаво, що у присутності 5% ОЕГn=3 інтен-
сивність спектра флуоресценції ДМАФ зростає 
у 3–9 рази без суттєвої зміни його положення 
та форми. Збільшення інтенсивності пов’язане з 
підвищенням в’язкості оточення зонда. При цьо-
му зменшення кількості молекул води в оточенні 
незначне, оскільки в такому разі максимум флу-
оресценції зміщується у короткохвильовий бік 
внаслідок зменшення полярності оточення [24–
26].

У присутності 5% ОЕГn=25 інтенсивність спек-
тра флуоресценції ДМАФ зростає майже в 7 разів, 
а положення максимуму зсувається у коротко-
хвильовий бік на 13 нм без суттєвих змін форми 
спектра. Такий зсув свідчить про значне змен-
шення полярності середовища внаслідок зміни 
кількості молекул води у сольватній оболонці 
зонда.

Деконволюція спектрів флуоресценції зонда 
в розчинах ОЕГn=3 і ОЕГn=25 показала, що в їх 5%-х 
водних розчинах присутня короткохвильова скла-
дова флуоресценції ДМАФ, але її внесок неве-
ликий (не більше 3–5%) і суттєво не впливає на 
форму спектрів. У той самий час за присутності 
5% ОЕГn=30 поряд із 20-разовим зростанням ін-
тенсивності та зсувом максимуму спектра на 4 нм 
у короткохвильовий бік помітно змінюється і 
його форма (з’являється плече при 509 нм). Цей 
ефект є результатом значної кількості молекул 
ОЕГ у сольватній оболонці зонда. Поява плеча 
є ознакою зростання флуоресценції зонда нор-
мальної форми у малополярному оточенні. По-
дібні спектральні зміни можуть свідчити про 
формування у водному розчині за присутності 
ОЕГ асоціатів молекул КП, внутрішні ділянки 
яких містять невелику кількість води. Утворені 
асоціати вбудовують у свої внутрішні ділянки 
молекули ДМАФ. 

Отже, незважаючи на те, що у спектрах ДМАФ 
добре виражені обидві смуги емісії малополярних 
розчинників [13, 18] у воді та водних розчинах 
низькомолекулярних КП фотоперенесення прото-
на (ESIPT) переважно блокується водою, і спектр 
стає односмуговим, що є ознакою високої кон-
центрації молекул води в оточенні зонда. Однак 
кількість води зменшується у випадку більш ви-
сокомолекулярного ОЕГn=30. Значення коефіцієнта 
розподілу в системі n-октанол-вода для ОЕГn=30 
наближається до нуля [3]. Оксиетильований гліце-
рин слід віднести до таких розчинів, які однаково 
добре сольватуються водою і октанолом, що мож-
ливе лише за утворення міцних сольватів із цими 
розчинниками. Враховуючи велику молекулярну 
масу та будову молекули ОЕГn=30 слід припусти-
ти, що його сольвати мають міцелярну природу. 

and intensity of DMAF spectrum, resulting in 3–
4 times rise of fl uorescence intensity and a shift 
of band maximum towards the short wavelength 
side by 7 nm. Dimethylaminofl avone is a relatively 
small molecule (M = 281.3 g/mol), able to simulate 
the lipophilicity and molecule-to-molecule interac-
tions on an outer surface of lipid membrane (all 
the types of nonspecifi c interactions and hydrogen 
bonds). The joint usage of cryoprotectants and 
DMAF in aqueous solutions will testify to their 
interaction with lipid membrane surface, since 
the number of points of molecule-to-molecule 
interactions of specifi c and nonspecifi c origin with 
a cryoprotectant increases, and the energy of their 
interaction changes as well.

Of interest is to note, that in the presence of 5% 
OEGn=3, the intensity of DMAF fl uorescence spec-
trum increased 3–9 times with no signifi cant change 
in its position and shape. The intensity enhance-
ment was associated with an increased viscosity 
of probe environment. Herewith, a decrease in 
water molecule number in the environment was 
insignifi cant, because in this case the fl uorescence 
maximum was shifted to the short-wave side due 
to a decrease in environment polarity [19, 25, 26].

In the presence of 5% OEGn=25, the intensity of 
DMAF fl uorescence spectrum increased almost 
7 times, and the maximum position was shifted to 
the shortwave side by 13 nm without any signifi cant 
changes in spectral shape. This shift testifi ed to 
a signifi cant decrease in the medium polarity as 
a result of a change in water molecule number 
in solvation shell of the probe.

The deconvolution of fl uorescence spectra of 
the probe in OEGn=3 and OEGn=25 solutions showed 
the presence of a short-wavelength component of 
DMAF fl uorescence in their 5% aqueous solutions, 
but its contribution was slight (not more than 3–5%) 
and caused no signifi cant eff ect on spectral shape. 
At the same time, in the presence of 5% OEGn=30, 
along with a 20-fold increase in the intensity and a 
shift of spectral maximum by 4 nm to a short-wave 
side, its shape was much changed as well (an arm 
appeared at 509 nm). This eff ect was the result of a 
signifi cant number of OEG molecules in solvation 
shell of the probe. The arm appearance testifi ed to 
the fl uorescence enhancement of normal shape probe 
in a low-polar environment. In aqueous solution in 
OEG presence, the similar spectral changes may 
suggest the appearance of CP molecule associates 
with a small amount of water in their inner sites. The 
formed associates incorporate DMAF molecules into 
their internal sites.

Thus, despite the fact that in DMAF spectra both 
bands of emission of low-polar solvents [5, 10] are 
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При цьому отримані результати спектральної по-
ведінки зонда ДМАФ підтверджують утворення 
надмолекулярних структур молекулами ОЕГn=30, 
найпростішими з яких є міцели з високим рівнем 
гідратації, оскільки така міцела має достатній 
розмір, щоб молекула ДМАФ мала здатність у неї 
вбудовуватись. Після потрапляння міцели в сере-
дину ДМАФ дає смугу флуоресценції з максиму-
мом 509 нм.

Нами було досліджено концентраційні залеж-
ності впливу ГЛ і ОЕГ з n = 3, 25 і 30 на спек-
тральні характеристики зонда ДМАФ у водному 
розчині окремо і в присутності ДМАЦ. Зміни по-
ложення максимуму флуоресценції при додаванні 
різних концентрацій кріопротекторів наведено на 
рис. 1.

Як можна бачити на рис. 1, A, підвищення кон-
центрації ГЛ у водному розчині до 25% приводить 
до зниження інтенсивності (Imax) флуоресценції 
ДМАФ, яке супроводжується короткохвильовим 
зсувом максимуму спектра (λmax) на (1,5 ± 0,5) нм. 
Це може бути пояснено присутністю молекул 
ДМАФ у водно-гліцеринових асоціатах, які знахо-
дяться в розчині. Дещо більший короткохвильо-
вий зсув на (3,5 ± 0,5) нм спектрів флуоресценції 
зонда спостерігається за концентрацій ГЛ у роз-
чині понад 25%. Отриманий зсув може вказува-
ти на перебудову структури водно-гліцеринових 
асоціатів у мікрооточенні молекул зонда.

У присутності аміду ДМАЦ, який має більш 
виражені гідрофобні властивості (Кр = 0,233), 
у дослідженому діапазоні концентрацій спостері-
гається зростання інтенсивності флуоресценції 
зонда ДМАФ до 45% за одночасного зсуву λmax 
у короткохвильовий бік на 11 нм (рис. 1, B). Це 
свідчить про взаємодію КП із ДМАФ, яка супро-
воджується утворенням навкруги молекул зонда 
сольватної оболонки, що складається з молекул 
ДМАЦ і води.

У суміші ГЛ:ДМАЦ зміни спектральних пара-
метрів зонда (Imax і λmax) дещо менші, ніж розчину  
чистого ДМАЦ (рис. 1, C). Наприклад, зсув поло-
ження максимуму спектрів ДМАФ Imax на 2−4 нм 
менше. Це є доказом зниження здатності ДМАЦ 
до сольватації зонда за присутності молекул ГЛ у 
суміші ГЛ та ДМАЦ, що свідчить про зменшення 
мембранотропності ДМАЦ. 

На рис. 1, D та E, наведено зміни параметрів 
флуоресценції (Imax і λmax) ДМАФ у присутності 
ОЕГn=3 і його суміші з ДМАЦ.

Як видно з рис. 1, D, підвищення концентра-
ції ОЕГn=3 у водному розчині до 4,8% призводить 
до різкого зростання інтенсивності флуоресценції 
ДМАФ, яке уповільнюється за більших концен-
траціях ОЕГn=3. При цьому положення максимуму 

well manifested in water and aqueous solutions 
of low molecular CP, the ESIPT is mostly blocked 
by water, and the spectrum becomes single-band, 
testifying to a high concentration of water molecules 
in probe environment. However, the amount of 
water decreases in case of higher molecular weight 
OEGn=30. The coeffi  cient of distribution in the 
n-octanol-water system for OEGn=30 is close to zero 
[17]. Oxyethylated glycerol should be referred to 
the solutions, which are equally well solvated with 
water and octanol, that is only possible when these 
solvents form strong solvates. Taking into account 
a high molecular weight and structure of OEGn=30 
molecule, we can assume its solvates to have a 
micellar nature. Herewith, our fi ndings on spectral 
behavior of DMAF probe confi rmed the formation 
of supramolecular structures by OEGn=30 mole-
cules, the simplest of which are the micelles with a 
high hydration level, since such a micelle is large 
enough for DMAF molecule incorporation into 
it. When the micelle comes inside, DMAF exhibits 
a fl uorescence band with 509 nm maximum.

Concentration dependences of GL and OEG 
with n = 3, 25 and 30 impact on spectral characte-
ristics of DMAF probe in aqueous solution used 
alone and in DMAc presence, have been studied. 
Fig. 1 shows the changes in position of fl uorescence 
maximum when adding cryoprotectants of various 
concentrations.

As shown in Fig. 1A, an increase in GL concent-
ration in aqueous solution up to 25% resulted in 
a decrease in DMAF fl uorescence intensity (Imax), 
accompanied by a short-wavelength shift of spectral 
maximum (λmax) by (1.5 ± 0.5) nm. This can be in-
terpreted by the presence of DMAF molecules in 
water-glycerol associates within a solution. A slightly 
larger short-wavelength shift by (3.5 ± 0.5) nm 
of the probe fl uorescence spectra was observed 
when GL concentrations in solution exceeded 25%. 
The resulted shift may indicate a structural rear-
rangement of water-glycerol associates in probe 
molecule microenvironment.

In presence of DMAc, which has more pronoun-
ced hydrophobic properties (Cd = 0.233) within the 
studied concentration range, we observed an in-
crease in fl uorescence intensity of DMAF probe 
up to 45% with a simultaneous shift of λmax to 
a short-wave side by 11 nm (Fig. 1B). This tes-
tifi ed to the interaction of CP with DMAF, accom-
panied by forming around the probe molecules 
of solvation shell, consisting of DMAc and water 
molecules. 

In the GL:DMAc mixture, the changes in probe 
spectral parameters (Imax and λmax) were slightly 
lower than for pure DMAc solutions (Fig. 1C). 



145проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 31, №/issue 2, 2021

Рис. 1. Вплив кріопротекторів та їх сумішей (1:1, мас. %) 
на інтенсивність (Imax) і положення максимуму (λmax) 
спектрів флуоресценції зонда ДМАФ у водному розчині, 
рН 7,2: A − гліцерин; B − ДМАЦ; C − ДМАЦ + гліцерин; 
D − ОЕГn=3; E − ДМАЦ + ОЕГn=3; F − ОЕГn=25; G − ДМАЦ + 
+ ОЕГn=25.
Fig. 1. Impact of cryoprotectants and their mixtures (1:1, 
wt.%) on intensity (Imax) and maximum position (λmax) 
of DMAF probe fl uorescence spectra in aqueous solu-
tion, pH 7.2: A − glycerol; B − DMAc; C − DMAc + glycerol; 
D − OEGn=3; E − DMAc + OEGn=3; F − OEGn=25; G − DMAc + 
+ OEGn=25.
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спектрів флуоресценції ДМАФ має різну направ-
леність: за концентрації ОЕГn=3 у розчині до 4,8% 
параметр λmax зсувається у довгохвильовий бік на 
(8 ± 0,5) нм, а за збільшення концентрації ОЕГn=3 
до 30% ‒ у короткохвильовий бік на (5 ± 0,5) нм.

Присутність ДМАЦ впливає на характер спек-
тральних змін ОЕГn=3 в усьому досліджуваному 
діапазоні концентрацій, що віддзеркалюється у 
збільшенні загального короткохвильового зсуву 
спектрів і прискоренні зростання їх інтенсивності 
порівняно з монорозчинами ОЕГn=3 (рис. 1, Е). 

Отримані результати вказують на складний 
концентраційно-залежний характер взаємодії ком-
понентів у системі ОЕГn=3 та ДМАЦ. Зростання 
інтенсивності флуоресценції зонда без змін фор-
ми спектра, як правило, пов’язують зі збільшен-
ням в’язкості його мікрооточення [25, 26]. 

Такий ефект може виникати внаслідок ото-
чення зонда великорозмірними агрегатами ліпо-
фільних молекул. При цьому молекули води ви-
лучаються з його гідратної оболонки. Оскільки 
оксиетильовані похідні ГЛ ‒ гідрофільні молекули 
(Кр для ОЕГ знаходиться в межах 0‒0,03) [3], то 
збільшення параметра Imax є результатом взаємодії 
ОЕГ із ДМАЦ і наступного проникнення зонда в 
утворені асоціати, у яких він сольватується пере-
важно більш ліпофільним компонентом – ДМАЦ. 
Можна припустити, що ОЕГn=3 (має невелику лі-
пофільність) вже при концентрації 4,8% здатний 
ефективно взаємодіяти з поверхнею біомембран 
із заміщенням у ній молекули води. При більш 
високих концентраціях КП цей процес інтенси-
фікується. 

Можна переконатися, що присутність ДМАЦ 
подібним чином впливає на спектри зонда в роз-
чинах ОЕГn=25 зменшенням довгохвильового зсуву 
максимуму флуоресценції (рис. 1, F і G). Проте, на 
відміну від ОЕГn=3, у розчинах ОЕГn=25 за низьких 
концентрацій кріопротекторів у суміші (до 5%) 
спостерігається кооперативний ефект – у присут-
ності ДМАЦ суттєво зростає інтенсивність флу-
оресценції порівняно з монорозчинами ОЕГn=25. 
Цей ефект свідчить про агрегацію ОЕГ із ДМАЦ 
і наступну сольватацію зонда в агрегаті переваж-
но більш ліпофільним компонентом (ДМАЦ) зі 
значним зменшенням вмісту води в сольватній 
оболонці зонда. Вочевидь, ДМАЦ ініціює пере-
будову гідратної оболонки молекул ОЕГn=25. Слід 
зазначити, що поєднання у захисному середови-
щі ОЕГn=25 і ДМАЦ сприяє значному підвищенню 
осмотичної стійкості розморожених еритроци-
тів [4]. 

Відома здатність ОЕГ до міцелоутворення [8, 
9]. При цьому підвищення ступеня полімери-
зації від 5 до 25 призводить до росту критич-

For example, a shift of DMAF spectral maximum 
Imax was 2–4 nm smaller, that proved a decrease 
in DMAc ability of probe solvation in presence 
of GL molecules within GL and DMAc mixture, 
thus testifying to DMAc membranotropy reduction.

The Fig. 1D and E display changes in DMAF 
fl uorescence parameters (Imax and λmax) in presence 
of OEGn=3 and its mixture with DMAc. 

As shown in Fig. 1D, an increase in OEGn=3 
concentration in aqueous solution up to 4.8% 
entailed a sharp augmentation of DMAF fl uorescence 
intensity, slowing down at higher concentrations of 
OEGn=3. Herewith, the position of DMAF fl uore-
scence spectral maximum had a diff erent orientation: 
when the OEGn=3 concentration in solution was up 
to 4.8%, the λmax parameter was shifted to a long-
wavelength side by (8 ± 0.5) nm, but when increasing 
up to 30%, the shift was to a short-wavelength 
side by (5 ± 0.5) nm. 

The DMAc presence aff ected the nature of spec-
tral changes in OEGn=3 within the entire studied range 
of concentrations, thus refl ecting in the increased 
total short-wavelength shift of spectra and acce-
leration of their intensity if compared with OEGn=3 
monosolutions (Fig. 1E).

Our fi ndings demonstrated the complex concent-
ration-dependent interaction patterns between com-
ponents within the OEGn=3 and DMAc system. An 
enhanced fl uorescent intensity of the probe without 
any changes in spectral shape was usually asso-
ciated with increased viscosity of its microenviron-
ment [25, 26].

This eff ect may occur when the probe is surroun-
ded by large size aggregates of lipophilic mole-
cules. Herewith, the water molecules are removed 
from its hydrate shell. Since the oxyethylated 
derivatives of GL are hydrophilic molecules (Cd 
for OEG is within 0–0.03) [17], an increase in Imax 
parameter is the result of OEG interaction with 
DMAc and further penetration of the probe into 
formed associates, where it is mostly solvated by 
more lipophilic component, i. e. DMAc. We may 
assume OEGn=3 (it has low lipophilicity), even at 
4.8% concentration to be able of effi  cient interac-
tion with biomembrane surface by displacing water 
molecules in it. This process may be intensifi ed 
at higher concentrations of CP. 

We can see that the DMAc presence simi-
larly aff ects the probe spectra in OEGn=25 solutions 
by reducing a long-wavelength shift of fl uorescence 
maximum (Fig. 1F and G). However, in contrast to 
OEGn=3, in the OEGn=25 solutions at low cryoprotec-
tant concentrations in the mixture (up to 5%) we 
observed a cooperative eff ect, i. e. in DMAc presence 
there was a signifi cant rise of fl uorescence intensity 
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ної концентрації міцелоутворення (ККМ), яка для 
ОЕГn=25 становить 2,5%. Такі зміни пов’язують із 
підвищенням впливу гідрофільної частини в мо-
лекулі ОЕГn=25. Додавання ДМАЦ зменшує ве-
личину ККМ. Зокрема показано, що після змі-
шування ОЕГn=25 із ДМАЦ ККМ зменшується 
з 2,5 до 0,25%. Даний ефект вважають результа-
том утворення змішаних міцел [9, 19]. 

З рис. 2 (крива 1) видно, що за вмісту ОЕГn=30 
у розчині більш 1% на кривій спостерігаєть-
ся злам відношення інтенсивності N*-форми й 
T*-форми зонда ДМАФ, який свідчить про різ-
ку зміну полярності його мікрооточення. Можна 
припустити, що за вищезазначеної концентрації 
відбувається перебудова асоціатів, які у розчині 
утворює ОЕГn=30. При цьому присутність ДМАЦ 
практично не впливає на положення точки зламу 
(рис. 2, крива 2). Вочевидь, останнє спостережен-
ня пояснює більш низьку захисну ефективність 
ОЕГn=30 у процесі кріоконсервування клітин крові 
порівняно з ОЕГn=25 [2, 4, 5]. Показано, що більш 
стабільні міцелярні структури ОЕГn=30 гірше 
зв’язуються з ліпідною мембраною, ніж ОЕГn=25. 
На більшу стабільність міцелярних структур 
ОЕГn=30 також вказує подібність кривої ОЕГn=25 та 
ДМАЦ (див. рис. 1, G) з кривими ОЕГn=30 (рис. 2) 
без та в присутності ДМАЦ. Оскільки міцело-
утворення розчинів ОЕГn=25 вже є вивченим [9], 
таке порівняння додатково підтверджує факт 
міцелоутворення для водних розчинів ОЕГn=30.

Таким чином, усі дослідженні оксиетильні 
похідні ГЛ більшою мірою, ніж початкова спо-
лука (ГЛ), впливають на спектральні парамет-

if compared with OEGn=25 monosolutions. This 
eff ect testifi ed that the aggregation of OEG with 
DMAc and further probe solvation in aggregate 
mostly occured by more lipophilic component, 
i. e. DMAc, when the water content in the probe 
solvation shell was signifi cantly decreased. Ob-
viously, DMAc initiated the rearrangement of 
hydration shell of OEGn=25 molecules. It should be 
noted that combining OEGn=25 and DMAc in pro-
tective medium ensured a signifi cant increase in 
osmotic resistance of post-thaw erythrocytes [20].

The ability of OEG to micelle formation is well 
known [24, 4]. Herewith, an increase in degree 
of polymerization from 5 to 25 results in a rise of 
critical concentration of micelle formation (CCMF), 
which for OEGn=25 makes 2.5%. These changes 
are associated with an increased impact of hydro-
philic part in OEGn=25 molecule. The DMAc 
supplement reduces the CCMF value. In particular, 
mixing OEGn=25 with DMAc was shown to decrease 
CCMF from 2.5 down to 0.25%. This eff ect is 
considered as a result of the mixed micelle forma-
tion [4, 12].

Fig. 2 (curve 1) demonstrates a break in the in-
tensity ratio of N*- and T*- form of DMAF probe, 
if OEGn=30 content in solution exceeds 1%, thus 
testifying to a sharp change in polarity of probe 
microenvironment. The above concentration may 
be assumed to cause a rearrangement of associates, 
formed by OEGn=30 in a solution. Herewith, the 
DMAc presence had almost no impact on breakpoint 
position (Fig. 2, curve 2). Obviously, the lower 
protective effi  ciency of OEGn=30 as compared with 
OEGn=25 during blood cell cryopreservation may 
be explained by the latter observation [16, 20, 21]. 
More stable micellar structures of OEGn=30 were 
shown to bind worse to lipid membrane than OEGn=25. 
The higher stability of micellar structures OEGn=30 
was also indicated by the similarity of curve 
OEGn=25and DMAc (see Fig. 1G) with those of 
OEGn=30 (Fig. 2) with and without DMAc. Since 
the micelle formation of OEGn=25 solutions is al-
ready clear [4], this comparison further confi rms 
the fact of micelle formation for OEGn=30 aqueous 
solutions.

Thus, all the studied oxyethylated derivatives 
of GL aff ected the spectral parameters of DMAF 
probe to a greater extent than the initial compound 
(GL), thus refl ecting in the intensity rise, change 
in maximum position and spectral shape of the 
latter. In OEGn=30 solutions, along with an increased 
intensity of probe fl uorescence by more than ten 
times, the spectral shape was also transformed, 
and became two-band (Table 1). The revealed chan-
ges exhibited both the viscosity increase and me-

Рис. 2. Криві відношення інтенсивностей нормальної 
(N*-) і таутомерної (T*-) форм зонда ДМАФ у водному 
розчині ОЕГn=30 (1) і суміші (1 : 1) ДМАЦ : ОЕГn=30 (2).
Fig. 2. Curves of intensity ratio of normal (N*-) and 
tautomeric (T*-) DMAF probe forms in aqueous solution 
of OEGn=30 (1) and DMAc: OEGn=30 mixture (1:1) (2).
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ри зонда ДМАФ, що відображається у зрос-
танні інтенсивності, зміні положення максимуму 
та форми спектра останнього. В розчинах ОЕГn=30, 
поряд із зростанням більш ніж на порядок 
інтенсивності флуоресценції зонда, також пе-
ретворюється форма спектра, який стає дво-
смуговим (таблиця). Встановлені зміни свідчать 
як про збільшення в’язкості, так і про зневод-
нення середовища в оточенні зонда. Присут-
ність ДМАЦ у розчині посилює спектральні 
ефекти збільшення в’язкості та зневоднення 
середовища в оточенні зонда. На підставі да-
ного факту можна стверджувати про утворення 
спільних міцелярних агрегатів ОЕГ та ДМАЦ. 
Як і поліетиленгліколі ОЕГ у присутності 
ліпідних біомембран утворює зв’язки з їх по-
верхнею, витісняючи звідти значну кількість 
молекул води [16, 17]. Високомолекулярні ОЕГ 
мають вищу енергію агрегації з мембранами 
внаслідок збільшення кількості точок міжмо-
лекулярних взаємодій специфічної та неспеци-
фічної природи.

Отримані дані перспективні для вивчення 
цитотоксичності та кріозахисної дії багатоком-
понентних середовищ на основі комбінацій 
гліцерину та його оксиетильних похідних при 
заморожуванні клітинних суспензій. 

Висновки
Методом флуоресцентного зондування вста-

новлено, що комбінація ГЛ і його оксиетильних 
похідних із ДМАЦ знижує потенційні мембра-
нотропні властивості окремих кріопротекторів, 
що входять до складу суміші. Комбінація як ГЛ, 
так і його низькомолекулярного похідного ОЕГn=3 
із ДМАЦ знижує потенційні мембранотропні 
властивості ДМАЦ. У той самий час комбінація 
високомолекулярних похідних (ОЕГn=25 та ОЕГn=30) 
із ДМАЦ знижує потенційні мембранотропні 
властивості ОЕГ або їх здатність до неполярної 
взаємодії з мембранами. Встановлено, що ОЕГn=30 
при концентраціях вище 1 мас.% утворює у вод-
ному розчині структури міцелярного типу або 
міцелярні агрегати. Цей факт дозволяє припусти-
ти, що мембранотропна здатність асоціатiв висо-
комолекулярних ОЕГ обумовлена можливістю 
взаємодії їх сегментів із поверхневою і біляпо-
верхневою зонами біомембран. 

Таким чином, перебудова структури моле-
кулярних асоціатів у розчинах сумішей низь-
ко- і високомолекулярних кріопротекторів може 
розглядатись як один із механізмів експери-
ментально встановленого зниження цитоток-
сичності комбінованих кріозахисних середо-
вищ. 

dium dehydration around the probe. The DMAc 
presence in the solution enhanced the spectral eff ects 
of viscosity increase and medium dehydration 
around the probe. Proceeding from this fact we may 
state about sthe formation of joint micellar aggre-
gates of OEG and DMAc. Like other types of 
polyethylene glycols, OEG in the presence of lipid 
biomembranes forms bonds with their surface, by 
displacing a signifi cant number of water molecules 
[8, 9]. High molecular weight OEGs have higher 
aggregation energy with membranes due to an 
increase in point number of molecule-to-molecule 
interactions of specifi c and nonspecifi c nature.

Our fi ndings are promising to study the cytoto-
xicity and cryoprotective eff ect of multicomponent 
media based on combining glycerol and its 
oxyethylated derivatives during cell suspension 
freezing.

Conclusions
Using the fl uorescence probe method, the com-

bination of GL and its oxyethylated derivatives 
with DMAc was revealed to reduce the potential 
membranotropic properties of certain cryoprotec-
tants within a mixture. The combination of both 
GL and its low molecular weight derivative OEGn=3 
with DMAc decreased the potential membranot-
ropic properties of DMAc. Herewith, the combina-
tion of high molecular weight derivatives (OEGn=25 
and OEGn=30) with DMAc reduced the potential 
membraneotropic properties of OEG or their abi-
lity to non-polar interaction with membranes. The 
OEGn=30 at concentrations above 1 wt.% was found 
to form the micelle-type structures or micelle 
aggregates in an aqueous solution. This fact sug-
gests a membranotropic ability of high mole-
cular weight OEG associates to be stipulated by a 
possible interaction of their segments with a surface 
and near-surface regions of biomembranes.

Thus, the structural rearrangement of mole-
cular associates in solutions of mixtures of low- 
and high-molecular weight cryoprotectants can be 
considered as one of the mechanisms of experimen-
tally established reduction of cytotoxicity in com-
bined cryoprotective media.
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