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Висвітлено результати досліджень із застосування фосфоліпідів у 
вітрифікаційному середовищі при надшвидкому заморожуванні ембріонів 
корів. Установлено, що збереження репродуктивних клітин залежить 
від оптимального поєднання надшвидкого охолодження та складу 
поліфункціонального кріоконсерванту.

Композиційні кріопротектори, ембріони, фосфоліпіди, цитоплазма
тична мембрана, вітрифікаційне середовище
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Новим підходом у технології кріоконсервування ембріонів ве
ликої рогатої худоби є їхнє надшвидке заморожування — найбільш 
ефективний метод, який активно розробляється у світовій прак
тиці [1, 2, 7]. В основі даного способу лежить попередня (безпосе
редньо перед зануренням у рідкий азот) еквілібрація ембріонів у 
середовищі з кріопротекторами ендо- та екзоцелюлярної дії, яка 
забезпечує необхідне незводнення і насичення клітин кріозахис- 
ними речовинами.

Вітрифікаційне середовище має бути достатньо концентрова
не, щоб у ньому не відбувалася кристалізація при охолодженні і 
водночас не повинно бути хімічно-токсичне, аби спричиняти ос
мотичне пошкодження клітин при еквілібрації [3, 10]. Важливим 
фактором, який забезпечує захист клітин від пошкоджувальної дії 
низьких температур, є склад і властивості кріозахисного середо
вища. Але поряд із позитивними, захисними функціями кріопро- 
тектори проявляють цитотоксичну дію на всіх етапах кріоконсер
вування [4-6]. Під впливом низьких температур відбувається 
порушення білково-ліпідних взаємодій на мембранному рівні. 
Зокрема, майже до нуля у період кристалізації знижується вміст 
лецитину, який є основним фосфоліпідом у ліпопротеїнових 
комплексах цитоплазматичних мембран [ 4].

Враховуючи велике значення цілісності цитоплазматичних 
мембран для нормальної життєдіяльності ембріонів [6, 1 1 ] та з ме
тою зниження негативного впливу на них фізико-хімічних фак
торів, що реалізуються на етапах кріоконсервування ембріонів при 
надшвидкому охолодженні, нами розроблено вітрифікаційне се
редовище з композиційним кріопротектором поліфукнкціональ- 
ної дії. Водночас вивчено вплив біологічноактивних та мембрано- 
стабілізуючих речовин, включених у склад кріоконсервантів, на 
збереження ембріонів при надшвидкому заморожуванні.

Введення у склад кріоконсерванту гліцерину та сахарози у 
високій концентрації дало змогу нам досягти підвищення вихо
ду нормально розвинених деконсервованих ембріонів до 77,2%. 
Відомо, що поряд із дією гіперконцентрованих розчинів і мож
ливим розвитком внутріклітинної кристалізації при надшвид
кому заморожуванні ембріонів місцем прикладання осмотич
ного фактора є цитоплазматична мембрана [5]. Для того щоб
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отримати максимальну збереженість розморожених ембріонів, 
у середовище для заморожування було введено мембрано- 
стабілізуючий препарат.

Матеріал і методика досліджень. Об'єктом дослідження були 
ембріони корів-донорів на стадії морули та бластоцисти до і після 
кріоконсервування. їхню морфологічну оцінку проводили за до
помогою бінокулярної лупи МБС-10 та мікроскопа "Біолам". Для 
заморожування надшвидким методом відбирали свіжоодержані 
ембріони за морфологічною оцінкою відмінної та доброї якості. 
Усі ембріони було поділено на дві групи — дослідну і контрольну. 
Після промивання у культуральному середовищі від механічного 
забруднення ембріони поміщали на 7—10 хв у еквілібраційне се
редовище із вмістом 10% гліцерину (1,4 М) на середовищі для тка
нинних культур із 20%-ю фетальною сироваткою теляти.

Від складу вітрифікаційного середовища залежить збере
женість ембріоном життєдіяльності після виходу з анабіозу [4, 6, 
9]. Тому нами був проведений пошук ефективних добавок 
біологічно активних компонентів, які б підвищували стійкість 
ембріонів до температурного шоку. З метою вивчення ефектив
ності використання мембраностабілізуючих речовин у складі 
кріоконсервантів при надшвидкому заморожуванні до вітрифіка
ційного середовища було додано препарат Філомек. Його кріоза- 
хисна ефективність зумовлена вмістом фосфатидилхоліну (70% 
лецитину), а також вільних жирних кислот.

Ембріони контрольної групи переносили у вітрифікаційне се
редовище із вмістом гліцерину і сахарози, а дослідної групи — у те 
саме вітрифікаційне середовище, до складу якого було додано 
мембраностабілізуючий препарат Філомек. Потім ембріони 
поміщали у пайєти, попередньо заповнені вітрифікаційним сере
довищем. Після запаювання пайєти переносили у рідкий азот. 
Між внесенням ембріона у вітрифікаційне середовище й охолод
женням до температури -196°С проходило не більше 90 с.

Ембріони розморожували при кімнатній температурі. Виве
дення кріопротекторів із деконсервованих ембріонів проводили у 
двох розчинах: 0,5М та 0,25М сахарози з експозицією 5 хв у кож
ному. Надалі ембріони промивали у культуральному середовищі, 
яке складалося з ФСБ Дюльбекко та 20% фетальної сироватки те
ляти і поміщали у пайєти для пересадки. Життєздатність декон-
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сервованих ембріонів визначали за результатами їхнього прижив
лення у телиць-реципієнтів на 60-й день після пересадки шляхом 
ректальної діагностики на тільність.

Результати досліджень. Ступінь морфофункціонального збе
реження репродуктивних клітин залежить від оптимального 
поєднання надшвидкого охолодження та складу поліфункціона- 
льного кріоконсерванту. Його кріозахисна дія є необхідною пере
думовою запобігання розвитку ендоцелюлярної, летальної для 
клітин кристалізації. Склад кріоконсерванту, зокрема його коли- 
гативні властивості, повинні бути спрямовані на нейтралізацію 
"ефекту розчину", який виникає у даних умовах, а мембрано- 
стабілізуюча дія компонентів кріоконсерванту підтримує нативні 
властивості мембрани в процесі дегідратації клітин [5,8].

У результаті досліджень встановлено, що кріозахисний ефект 
підвищується при введенні до складу кріоконсерванту мембрано- 
стабілізуючих речовин. Після виходу із стану глибокого холодово
го анабіозу ембріонів, заморожених за допомогою надшвидкого 
охолодження, було проведено їхню морфологічну оцінку і деталь
ний аналіз кріопошкоджень. Так у ембріонів контрольної групи 
частіше зустрічалися такі морфологічні зміни, як тріщини прозо
рої оболонки, сильне стиснення клітинного комплексу, лізис 
бластомерів, наявність щільних темних ділянок, вакуолізація та 
грануляція цитоплазми.

Життєздатність ембріонів, заморожених у вітрифікаційному 
середовищі з кріопротекторами поліфункціональної дії

Показники Групи
контрольна дослідна

Заморожено і розморожено ембріонів, шт. 17 17
Нормально розвинених після розмороження,
шт. 13 15
Виживання ембріонів, % 76,4 88,2
Пересаджено ембріонів, шт. 13 15
Тільних реципієнтів, шт. 5 8
Приживлення ембріонів, % 38,4 53,3
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Ембріони дослідної групи виявились більш стійкими до над
швидкого заморожування і після деконсервації нормально розви
нених ембріонів було на 1 1 ,8% більше, ніж на контролі (таблиця). 
На нашу думку, це може бути пов'язано із більш швидким вклю
ченням репараційних механізмів після розморожування, що 
сприяло нормалізації розвитку ембріонів. Аналогічний результат 
отримано за рівнем приживлення дослідних ембріонів. Він був 
значно вищий і становив 53,3%, що на 14,9% більше, ніж у кон
трольній групі. Це дає нам підставу стверджувати, що поряд із 
дією проникаючих і непроникаючих кріопротекторів введення у 
кріоконсервант мембраностабілізуючих речовин дає позитивні 
результати.

Висновок. З метою максимального зниження негативного 
впливу на мембрани ембріонів фізико-хімічних факторів, які ре
алізуються на етапах кріоконсервування при надшвидкому охо
лодженні, до складу кріоконсерванту бажано вводити мембрано- 
стабілізуючі речовини, зокрема фосфоліпіди.
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ВЛИЯНИЕ КОМПОЗИЦИОННЬІХ КРИОПРОТЕКТОРОВ по- 
ЛИФУНКЦИОНАЛЬНОГО ДЕЙСТВИЯ НА СОХРАННОСТЬ ЗМ Б
РИОНОВ КОРОВ ПРИ СВЕРХБЬІСТРОМ ЗАМОРАЖИВАНИИ.
И.М. Яремчук, С.Г. Шаловило

Освещени результати исследований по применению фосфолипидов в 
витрификационной среде при сверхбистром замораживании змбрионов 
коров. Установлено, что сохранение репродуктивньїх клеток зависит от 
оптимального обьединения сверхбистрого охлаждения и состава поли- 
функционального криоконсерванта.

Композиционньїе криопротекторьі, змбрионьї, фосфолипидьі, цито- 
плазматическая мембрана, витрификационная среда

МШЛЇРІЛЧСТКЖАЬ АСТКЖ ОN 8АУІ1ЧС ЕМВКУ08 ОР СО\ \8  
АТ 811РЕКРА8Т РКЕЕ2ШС. І.М. ІагешсНик, 8.0. 8Ьа1оуІІо

Тке агіісіез ге.чиШ о/ гезеагскез оп арріісаііопз /оз/оіірісіз іп уіігі/ісаііоп 
епчігоптепі аге соуегей аі зиреі/азі/гееііщ етЬгуоз о/сот. Іі із езІаЬІізкей, 
Ікаїргезегуаііоп о/гергойисііуе сеііз йерепйз оп оріітит аззосіаііоп зирег/азі 
сооііщ апсі зігисіиге тиШ/ипсІіопаІ кгіосотетег.

Сотрозіїе кгіоргоіесіогз, етЬгуоз, ґозґоіірігіз, суіоріазтаїіс тетЬгапе, 
уіігійсаііоп епуігоптепі
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