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Екстракти плаценти, отримані різними метода-
ми, широко використовуються в практичній меди-
цині. У той же час тривають експериментальні і 
клінічні дослідження терапевтичної ефективності 
екстрактів плаценти по відношенню до різних пато-
логій, включаючи запальні захворювання, остеоар-
трит, хронічний біль, ішемічне пошкодження голов-
ного мозку, пошкодження печінки і т. ін. Кріогенні 
технології можуть бути використані для розширен-
ня перспектив клінічного застосування екстрактів 
плаценти. Однак низькотемпературний вплив на 
екстракти властивостей їх терапевтичної ефектив-
ності вивчено недостатньо. 

У роботі досліджено вплив заморожування-
відігрівання плаценти на здатність її водно-
сольових екстрактів та їх фракцій підвищувати тер-
мостабільність еритроцитів, що є показником про-
тизапальної активності. Екстракти одержували зі 
свіжоотриманих, а також заморожених до –20 °С і  
–196 °С та відігрітих плацент людини. Окремі 
фракції одержували за допомогою гель-
хроматографії. Термостабільність еритроцитів оці-
нювали за рівнем термогемолізу, станом цитозолю 
та бар’єрною функцією мембрани еритроцитів. 

Встановлено, що заморожування плаценти до 
–20 °C і –196 °C не призводило до втрати здатності 
екстрактів і їх окремих фракцій знижувати термоге-
моліз еритроцитів. Найбільш ефективно підвищу-
вали терморезістентність клітин фракції з молеку-
лярної масою < 4 кДа і 12–20 кДа. Методом елект-
ронного парамагнітного резонанса спінових зондів 
виявлено зниження швидкості порушення бар’єр-
них властивостей мембрани еритроцитів при  
+55 °С та модифікування стану цитозолю в області 

+(40÷50) °С після попереднього інкубування з екст-
рактами зі свіжоотриманої і замороженої-відігрітої 
плацент. 

Отримані результати свідчать про те, що кріо-
консервування плаценти є перспективним підхо-
дом, щоб мати зразки плаценти у зручний для цьо-
го час. Але вплив тривалого низькотемпературного 
зберігання на біологічну активність компонентів 
плаценти потрібно вивчати додатково. 

Ключові слова: водно-сольовий екстракт, 
плацента людини, заморожування-відігрівання, 
термогемоліз еритроцитів, мікров’язкість цитозолю. 

 
Зв’язок роботи з науковими програмами, 

планами, темами. Дана робота є фрагментом нау-
ково-дослідної роботи відділу кріобіофізики ІПКіК 
НАН України «Вплив кріоконсервування плаценти 
та її водно-сольових екстрактів на антиоксидантну 
та протизапальну дію екстрактів», № держ. реєст-
рації 0116U003491. Автори є співвиконавцями  
теми. 

Вступ. Застосування низьких температур за-
безпечує зберігання високої життєздатності об’єк-
тів, в тому числі клітин і тканин фетоплацентарного 
походження [1]. Плацента – унікальна скарбниця, 
яка містить практично всі біологічні речовини, що 
синтезуються в організмі людини, склад і концент-
рація яких є характерними саме для періоду внут-
рішньоутробного розвитку людини і, надалі, обумо-
влюють їх позитивну дію при лікуванні захворю-
вань різного ґенезу [2]. Екстракти плаценти людини 
(ЕПЛ), які мають широкий спектр протеїнів, пепти-
дів, мінералів, амінокислот, стероїдних гормонів 
тощо, також знайшли широке використання у  

 



 Біологічні науки 

 252 Український журнал медицини, біології та спорту – Том 4, № 2 (18) 

медичній галузі [3]. Дослідження впливу низьких 
температур на біологічно-активні речовини водно-
сольових екстрактів плаценти проводилися [4], 
проте це питання вивчено недостатньо. 

Використання екстрактів плаценти у клініці ба-
гато в чому обумовлено їх протизапальними влас-
тивостями. З іншого боку, як було встановлено у 
ранніх дослідженнях [5], протизапальна активність 
традиційних лікарських препаратів, що виявляєть-
ся на рівні організму, корелює з їх здатністю знижу-
вати термогемоліз еритроцитів. Виявлено, що рі-
вень термогемолізу еритроцитів знижується, а їх 
загальна термостабільність підвищується під впли-
вом групи ліків, водних екстрактів різноманітних 
трав та природних біоактивних сполук, що мають 
протизапальну, протиревматоїдну, протиартритну 
та аналгетичну дії [5-8]. Тому цілком обґрунтовані 
дослідження впливу ЕПЛ та їх окремих фракцій на 
поведінку еритроцитів у зоні гіпертермічних темпе-
ратур, що дозволить оцінити активність екстрактів 
плаценти у якості протизапальних речовин. 

Мета роботи – вивчити вплив заморожування-
відігрівання плаценти на здатність її екстрактів під-
вищувати термостабільність еритроцитів, що є по-
казником протизапальної активності. 

Матеріал та методи досліджень. Водно–
сольові екстракти одержували з плацент від здоро-
вих породіль з їх інформованої згоди. Фрагменти 
свіжоотриманих плацент заморожували у пласти-
кових пакетах до –196 °С (у рідкому азоті) або до  
–20 °С (у морозильній камері). Відігрівання здійс-
нювали на водяній бані при 37 °С. Відмивали у  
6–кратному об'ємі фізіологічного розчину. Екстрак-
ти плаценти людини (ЕПЛ), як зі свіжоотриманих 
плацент, так і з їх заморожених-відігрітих фрагмен-
тів, одержували, як описано нами раніш [4]. Окремі 
фракції ЕПЛ отримували за допомогою гель–
хроматографії. 

Еритроцити одержували з цільної донорської 
крові (чоловіча ΙΙ+), яку заготовляли на консерванті 
«Глюгіцир» у Харківському обласному центрі служ-
би крові. Для видалення плазми і лейкоцитів кров 
центрифугували 5 хвилин при 1500g. Осад еритро-
цитів тричі відмивали фосфатно–сольовим буфе-
ром (150 мМ NaCl, 5 мМ фосфатний буфер, рН 7.4) 
(ФСБ) для подальших досліджень. Для досліджен-
ня термогемолізу відмиті еритроцити ресуспенду-
вали ФСБ (1:1 за об’ємом), інкубували з цільним 
ЕПЛ або його фракціями протягом 1 год. Еритроци-
ти відмивали від ЕПЛ та фракцій, ресуспендували і 
піддавали гіпертермії (20 хв. у регульованому вод-
ному термостаті при 55 °C) [6]. Гемоліз оцінювали 
за виходом гемоглобіну шляхом вимірювання опти-
чної щільності в надосаді при 540 нм [7] на спект-
рофотометрі «Pye Unicam SP 8000», Великобрита-

нія і виражали у відсотках відносно 100% гемолізо-
ваних клітин.  

Вплив ЕПЛ на температуро-залежну динаміку 
стану цитозолю (мікров'язкість) та бар’єрну функ-
цію мембрани еритроцитів при гіпертермії дослі-
джували методом електронного парамагнітного 
резонанса (ЕПР) спінових зондів, як описано нами 
[9], із застосуванням зонду ТЕМПОН та розширюю-
чого агента, фериціаніда калію – K3Fe(CN)6, що не 
проникає в інтактні еритроцити. Для приготування 
зразків до 0,5 мл еритроцитарної маси контрольної 
чи відмитої від ЕПЛ або окремих фракцій додавали 
по 50 мкл водних розчинів ТЕМПОН (10–2 М) та 
К3Fe(CN)6 (1 М) і реєстрували спектри ЕПР на спек-
трометрі Bruker ER 100 D, Німеччина з термостати-
чним пристроєм (точність ± 0,5ºС). 

Результати досліджень та їх обговорення. 
Проведені дослідження показали, що термогемоліз 
еритроцитів в контролі складає (65,7±3,9)% 
(рис. 1). Після попереднього інкубування еритро-
цитів з екстрактами зі свіжоотриманої плаценти 
спостерігається зниження рівня термогемолізу до 
(53,4±3,2)%. Заморожування плаценти як до 
–20 °C, так і до –196 °C та наступне відігрівання не 
призводять до появи достовірних відмінностей рів-
ня термогемолізу у порівнянні з екстрактом зі сві-
жоотриманої плаценти (рис. 1). 

У роботі було також оцінено рівень термогемо-
лізу еритроцитів після їх інкубування з різними 
фракціями ЕПЛ і проведено їх порівняльний аналіз 
задля ідентифікування найбільш ефективних фрак-
цій. Можна відмітити, що після попереднього інку-
бування еритроцитів з фракціями < 4 кДа і 12–20 
кДа рівень термогемолізу достовірно знижується 
не тільки у порівнянні з контролем, але і з цільним 
ЕПЛ (рис. 2). З досліджених фракцій найбільший 

Рис. 1. Термогемоліз еритроцитів після обробки ЕПЛ, 
отриманих зі свіжоотриманої плаценти; замороженої до 

–20 °C і відігрітої плаценти; замороженої до –196 °C і 
відігрітої плаценти, * – статистично значуща різниця по 

відношенню до контролю, p < 0,05 (n = 6) 
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гемоліз спостерігається після обробки еритроцитів 
високомолекулярною фракцією (>150 кДа). 

Заморожування плаценти призводить до де-
яких змін у чисельних значеннях проценту інгібу-
вання термогемолізу фракціями ЕПЛ, але статис-
тично значимих відмінностей у порівнянні з дією 
фракцій зі свіжоотриманої плаценти зареєстровано 
не було. Різна ефективність фракцій ЕПЛ поясню-
ється особливостями їх складу. Низькомолекулярні 
компоненти екстрактів мають більшу здатність мо-
дифікувати мембрани еритроцитів і стабілізувати їх 
по відношенню до дії високих температур. 

На температурній залежності параметра рух-
ливості (мікров’язкості) ТЕМПОН у цитозолі ерит-
роцитів у контролі спостерігаються особливості при 
40 °С, біля 46–47 °С та +50 °С (рис. 3). Відомо, що 
це відображає термотропні зміни основного білку 
цитоскелету – спектрину, а саме його переддена-
тураційні і денатураційні перебудови [10, 11]. 

Інкубація еритроцитів з ЕПЛ зі свіжоотриманої 
плаценти (рис. 3) призводить до модифікації тем-
пературної залежності параметра мікров’язкості, 
причому практично лише у зоні (+40°С÷+50°С). 
Заморожування плаценти, як до –20 °С, так і до  
–196 °С, не впливає на здатність екстрактів моди-
фікувати стан цитозолю у зазначеній області тем-
ператур (рис. 3). 

Витримування суспензії еритроцитів при +55°С 
безпосередньо у резонаторі спектрометра ЕПР 
супроводжується зниженням амплітуди середньо-
польової компоненти спектра ЕПР ТЕМПОН у ци-
тозолі (рис. 4). Це свідчить про порушення бар’єр-
ної функції мембрани еритроцитів для фериціані-
ду, вірогідно внаслідок процесу, що передує термо-
гемолізу [10]. За тангенсом куту нахилу логарифмі-
чної залежності інтенсивності сигналу ЕПР від часу 
можна оцінити швидкість порушення бар’єрної фу-
нкції мембрани, а отже й термостабільність ерит-
роцитів.  

Дослідження впливу окремих фракцій ЕПЛ на 
бар’єрну функцію мембрани еритроцитів показало, 
що фракція 12–20 кДа зі свіжоотриманої та замо-
роженої до –20°С плацент приводить до зниження 
швидкості спадання інтенсивності спектру  
ТЕМПОН при +55°С (рис. 4). Це може свідчити про 
її позитивний вплив на термостабільність еритро-
цитів – підвищення їх стійкості до термоіндуковано-
го порушення бар’єрної функції, зокрема для іонів 
фериціаніду. Ця ж фракція ефективно знижує тер-
могемоліз еритроцитів (рис. 2). 

Проте ця фракція з плаценти, замороженої до 
–196 °С, діяла протилежно. Це може вказувати на 
зміну структурного стану/складу цієї фракції під 
впливом наднизьких температур, що модифікує її 
вплив на бар’єрну функцію еритроцитів щодо іонів 
фериціаніду. 

Рис. 2. Термогемоліз еритроцитів після обробки фракці-
ями ЕПЛ, одержаними зі свіжоотриманої плаценти; замо-
роженої до –20 °C і відігрітої плаценти; замороженої до  
–196 °C і відігрітої плаценти; * – статистично значуща 
різниця по відношенню до контролю, # – статистично 

значуща різниця по відношенню до цільного ЕПЛ,  
p < 0,05 (n = 6) 

 

Рис. 3. Вплив ЕПЛ на Ареніусові залежності параметра 
рухливості ТЕМПОН у цитозолі еритроцитів: 

контрольних – ○; попередньо інкубованих з ЕПЛ зі свіжо-
отриманої плаценти – ▲; з плаценти, замороженої до  

–20°С – ■; з плаценти, замороженої до –196°С – ● 

 

Рис. 4. Швидкість спадання інтенсивності спектру ТЕМ-
ПОН в еритроцитах при +55 °С: 

контрольних – ○; попередньо інкубованих з фракцією  
12–20 кДа зі свіжоотриманої плаценти – ▲; з замороже-
ної до –20 °С – ■; з замороженої до –196 °С – ●. Наве-

дені рівняння прямих та коефіцієнти детермінації 
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Дані роботи [11] свідчать про вплив на термос-
табільність еритроцитів передденатураційних пе-
ребудов білка смуги 3, зокрема кластеризації його 
димерів у тетрамери, що у свою чергу пов’язано зі 
станом спектрину. Наші результати дозволяють 
припустити, що підвищення термостабільності ери-
троцитів під дією ЕПЛ обумовлено їх впливом на 
стан білку полоси 3 та/ або спектринового скелету.  

Висновки 
1. Заморожування плаценти до –20 °C та –196 °C і 

наступне відігрівання не призводять до втрати 
здатності екстрактів плаценти людини і їх фрак-
цій знижувати термогемоліз еритроцитів. 

2. Найбільш ефективно підвищують терморезис-
тентність еритроцитів фракції екстрактів плацен-
ти людини з молекулярною масою < 4 кДа і  
12–20 кДа. Найнижчу ефективність мають висо-
комолекулярні фракції. 

3. Екстракти плаценти людини здатні модифікувати 
термостабільність еритроцитів, знижуючи швид-
кість порушення бар’єрних властивостей мем-
брани при +55 °С, та стан цитозолю в області  
+(40÷50)°С. Заморожування плаценти до –20 °С 
і –196 °С не впливає на здібність цільного  
екстракту змінювати ці характеристики еритро-
цитів. 
Перспективи подальших досліджень. Отри-

мані результати, які доказують можливість заморо-
жування плаценти до –20 °С і –196 °С без втрати 
біологічної активності її екстрактів, свідчать про те, 
що кріоконсервування плаценти є перспективним 
підходом, щоб мати зразки плаценти у зручний для 
цього час. Але вплив тривалого низькотемператур-
ного зберігання на біологічну активність компонен-
тів плаценти потрібно вивчати додатково. 
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ВЛИЯНИЕ ЗАМОРАЖИВАНИЯ-ОТОГРЕВА ПЛАЦЕНТЫ  
НА БИОЛОГИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ ЕЕ ЭКСТРАКТОВ 
Боброва Е. Н., Репина С. В., Нарожный С. В., Нардид О. А., Розанова Е. Д. 
Резюме. Экстракты плаценты, полученные различными методами, широко используются в практиче-

ской медицине. В то же время продолжаются экспериментальные и клинические исследования тера-
певтической эффективности экстрактов плаценты в отношении различных патологий, включая воспали-
тельные заболевания, остеоартрит, хроническую боль, ишемическое повреждение головного мозга, 
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повреждение печени и т. д. Криогенные технологии могут быть использованы для расширения перспек-
тив клинического применения экстрактов плаценты. Однако низкотемпературное влияние на экстракты 
свойств их терапевтической эффективности изучено недостаточно. В данной работе исследовано влия-
ние замораживания-отогрева плаценты на способность ее водно-солевых экстрактов и их фракций повы-
шать термостабильность эритроцитов, что является показателем противовоспалительной активности. 
Экстракты получали из свежеполученных, замороженных до –20 °С и –196 °С и отогретых плацент чело-
века. Отдельные фракции получали с помощью гель-хроматографии. Термостабильность эритроцитов 
оценивали по уровню термогемолиза, состоянию цитозоля и барьерной функции мембраны эритроцитов. 
Установлено, что замораживание плаценты до –20 °C и –196 °C не приводит к потере способности экс-
трактов и их отдельных фракций снижать термогемолиз эритроцитов. Наиболее эффективно повышают 
терморезистентность клеток фракции с молекулярной массой <4 кДа и 12–20 кДа. Методом ЭПР спино-
вых зондов выявлено снижение скорости нарушения барьерных свойств мембраны эритроцитов при  
+55 °С и модификация состояния цитозоля в области +(40÷50)°С после инкубирования с экстрактами из 
свежеполученной и замороженной-отогретой плаценты. Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что криоконсервирование плаценты является перспективным подходом, чтобы иметь образцы плаценты 
в удобное для этого время. Но влияние длительного низкотемпературного хранения на биологическую 
активность компонентов плаценты нужно изучать дополнительно. 

Ключевые слова: водно-солевой экстракт, плацента человека, замораживание-отогрев, термогемо-
лиз эритроцитов, микровязкость цитозоля. 

 
UDC 57.086.13:615.361:615.451.1:618.46 
Influence of Freeze-Thawing of Placenta on the Biological Activity of its Extracts 
Bobrova О., Repina S., Narozhnyi S., Nardid O., Rozanova K. 
Abstract. Placenta extracts obtained by various methods have been already widely used in practical medi-

cine. At the same time experimental and clinical studies of the therapeutic efficacy of placenta extracts in rela-
tion to various pathologies, including inflammatory diseases, osteoarthritis, chronic pain, ischemic brain dam-
age, liver damage, etc. are still in progress. Cryogenic technologies could be used for widening the perspectives 
of placenta extracts clinical application. However, the low temperature effect on extracts properties of their 
therapeutic efficacy is not studied well. 

The purpose of the research was to investigate the effect of freeze-thawing of placenta on the ability of its 
aqueous-saline extracts to increase the thermal stability of erythrocytes, which is an indicator of anti-
inflammatory activity. 

Material and methods. Human placentas obtained from healthy parturients with their informed consent, 
stored for no more than 24 hours at 4 °C, were used in the research. Aqueous-saline extracts were obtained 
from fresh, frozen down to –20 °C and –196 °C and thawed human placentas by tissue homogenization and 
further exposing to PBS (pH 7.4). Individual fractions were received using gel chromatography. The level of hu-
man erythrocytes thermal hemolysis (20 min., 55 °C) was determined by the hemoglobin content in supernatant 
at 540 nm. Thermodependent dynamic state of cytosol and a membrane barrier function of erythrocytes were 
studied at hyperthermia using the method of EPR spin probe. 

Results and discussion. The freezing of placentas down to –20 °C and –196 °C did not result in the loss of 
ability of their extracts and individual fractions to reduce the erythrocyte thermal hemolysis. The most effective 
enhancement of erythrocyte thermal resistance was found after incubation with fractions of < 4 kDa and  
12–20 kDa. Placenta extracts modified both the state of erythrocyte cytosol, its microviscosity, at temperatures  
+(40–50)°C, and their thermal stability, reducing the speed of disturbance of membrane barrier properties at  
55 °C. The freezing of placentas down to –20 °C and –196 °C did not affect the ability of the whole extract to 
modify the state of cytosol and the membrane barrier function at hyperthermia.  

Conclusions. The obtained results proved the possibility of freezing placentas down to –20°C and –196°C 
without losing of biological activity of their extracts, in particular, their ability to improve the thermal stability of 
erythrocytes, which is an indicator of anti-inflammatory properties. 

Keywords: aqueous-saline extract, human placenta, freeze-thawing, thermal hemolysis of erythrocytes, 
cytosol microviscosity. 
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