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Реферат: В работе продемонстрирована возможность использования адгезировавших на подложке клеток СПЭВ в
качестве объекта  для изучения кинетики осмотических реакций при экспозиции их в криозащитных средах. Были определены
коэффициенты проницаемости мембран клеток СПЭВ для молекул воды и диметилсульфоксида (ДМСО). На основе физико-
математической модели замораживания клеточных суспензий и рассчитанных коэффициентов проницаемости было
проведено теоретическое прогнозирование осмотического поведения клеток СПЭВ при замораживании их суспензии с
различными скоростями охлаждения. Экспериментальные исследования  по замораживанию суспензии клеток СПЭВ
показали, что скорость охлаждения 1,5 град/мин может обеспечить оптимальную защиту клеток от повреждения в
присутствии 1 М ДМСО. Показано, что скорости охлаждения ниже и выше оптимальной могут привести к гибели клеток в
результате внутриклеточной кристаллизации или дегидратации.
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Реферат: У роботі показана можливість використання адгезованих на носії клітин СПЕВ у якості об'єкта для вивчення

кінетики осмотичних реакцій клітин під час їх експозиції в кріозахисних середовищах. Були визначені коефіцієнти проникності
мембран клітин СПЕВ для молекул води та диметилсульфоксиду (ДМСО). На основі фізико-математичного моделювання
процесу заморожування клітинних суспензій та розрахованих коефіцієнтів проникності було проведено теоретичне прогнозу-
вання осмотичної поведінки клітин СПЕВ під час заморожування їх суспензій із різними швидкостями. Експериментальні
дослідження з заморожування суспензії клітин СПЕВ показали, що швидкість охолодження 1,5 град/хв може забезпечити
оптимальний захист клітин від кріопошкоджень у присутності 1 М ДМСО. Показано, що швидкості охолодження нижче та
вище оптимальної можуть привести до загибелі клітин унаслідок внутрішньоклітинної кристалізації або дегідратації.

Ключові слова: клітини СПЕВ, адгезія, кріоконсервування.
Abstract: This work demonstrates the ability of using the substrate-adhered SPEV cells as the  object for studying the kinetics

of osmotic reactions when  exposing them  to  cryoprotective media. Permeability coefficients of SPEV cell membranes for the
molecules of water and dimethyl sulfoxide (DMSO) have been determined. Using the physical-mathematical model for cell suspension
freezing and calculated permeability coefficients the osmotic SPEV cell behavior during cryopreservation with different cooling rates
has been simulated.  The experiments on freezing the SPEV cell suspension showed that the cooling rate of 1.5 deg/min could ensure
the optimal protection of the cells against  damage in 1M DMSO presence. It has been demonstrated that the cooling rate above and
below the optimum may cause a cell death as the result of intracellular crystallization or dehydration.
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оригинальное исследование research article

Успех криоконсервирования клеточных суспен-
зий во многом зависит от согласования условий
замораживания (скорость охлаждения, тип криопро-
тектора и др.) [8] с транспортными характерис-
тиками (проницаемость клеточных мембран для
криопротектора и воды) плазматических мембран
клеток.

Теоретические и экспериментальные исследо-
вания осмотических реакций, возникающих при кон-
такте клеток с криопротекторами или другими

Outcome of cryopreservation of cell suspensions
largely depends on harmonization of freezing conditions
(cooling rate, type of cryoprotective agent etc.) [2]
with transport properties (permeability of cell mem-
branes to water and cryoprotective agent) of plasma
membrane cells.

Theoretical and experimental studies of osmotic
reactions occurring when cells contacting the cryo-
protectants or other substances allow estimating the
cell membrane permeability coefficients for water and
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веществами, позволяют определить коэффициенты
проницаемости клеточных мембран для воды и
криопротекторов [1]. Основной сложностью при
наблюдении за клетками под микроскопом остает-
ся их смещение потоком при замене растворов.
Мы предположили, что клетки, адгезировавшие на
предметном стекле [6, 7], могут служить объектом
для волюмометрических исследований. Опреде-
ленные коэффициенты проницаемости клеточных
мембран для молекул ДМСО и воды могут быть
использованы для прогнозирования осмотического
поведения клеток при охлаждении клеточных
суспензий с разными скоростями. Оценить сохран-
ность клеток после размораживания возможно
путем наблюдения за процессами их адгезии и
распластывания. Сопоставление таких наблюдений
с прогнозом осмотического поведения клеток
может помочь выснить причины повреждения
клеток при отклонении режимов охлаждения от
оптимальных.

Цель данной работы – выяснение особенностей
определения коэффициентов проницаемости
мембран клеток в адгезионной культуре и сопос-
тавление данных о прогнозируемом изменении
объема клеток при замораживании и их сохраннос-
ти после отогрева.

Материалы и методы
Исследования проведены на культуре СПЭВ

(перевиваемая линия клеток эмбриональной почки
свиньи), полученной из коллекции НПО «Биолек»
(Украина).

Клетки культивировали в пластиковых флаконах
(«Costar», Германия) в среде 199 («Sigma», США)
с добавлением 10%-й эмбриональной телячьей
сыворотки («БиолоТ», Россия) (далее – ростовая
среда) при 37°С в воздушной среде, обогащенной
5% СО2. В суспензионное состояние клетки пере-
водили путем обработки клеточного монослоя
смесью 0,25%-го раствора трипсина и 0,02%-го
раствора Версена в соотношении 1:5 с последую-
щим отмыванием суспензии клеток с помощью
ростовой среды и центрифугирования.

Полученную суспензию клеток в контрольных
образцах ресуспендировали в ростовой среде, а
клетки, предназначенные для криоконсервиро-
вания, – в 10%-м растворе ДМСО на эмбриональ-
ной телячьей сыворотке [5].

Подготовленную суспензию разливали в крио-
пробирки («Costar») по 1,5 мл и охлаждали по режи-
мам: 0,3 град/мин до –20°С (в течение часа в бытовом
холодильнике), 1,5 град/мин до –40°С (в программ-
ном замораживателе) и 8 град/мин до –60°С (в хра-
нилище «ХБ 0,5» над поверхностью жидкого азота)
с последующим погружением в жидкий азот.

cryoprotectants [3]. The main difficulty for observation
of the cells under the microscope is the shifting of the
cells by a stream when replacing the liquids. We
hypothesized that the cells fixed on a microscope slide
due to adhesion [1, 7], could serve as a target for
volumetric studies. Determined in such a way per-
meability coefficients of cell membranes for molecules
of DMSO and water could be used to predict the
osmotic behavior of cells during freezing with different
rates. Post-thaw survival of the cells could be estimated
by monitoring their adhesion and spreading. Comparison
of these observations with predicted osmotic behavior
of the cells could enable to suggest the causes of cell
damage in case of deviation of freezing regimens from
optimal ones.

The purpose of this work was to elucidate the
peculiarities of the permeability coefficients of cell
membranes in culture and to compare the data on
supposed cell volume changes during freezing and their
preservation after thawing.

Materials and methods
Investigations were carried out in SPEV culture

(porcine embryo kidney cell line) procured from the
collection of PJSC Pharmstandard-Biolik (Ukraine).

Cells were cultured in plastic flasks (Costar,
Germany) in 199 medium (Sigma, USA) supplemented
with 10% fetal calf serum (BioloT, Russia) at 37°C in
air with 5% CO2. Cell suspension was procured by
treating the cell culture monolayer with the 0.25%
trypsin and 0.02% Versene mixture (in 1:5 ratio)
followed by washing the cell suspension by growth
medium.

The resulted cell suspension was divided to control
samples, which were re-suspended in growth medium,
and the samples supposed for cryopreservation, which
were transfered to 10% DMSO solution in fetal calf
serum [8].

The prepared suspension was placed into 1.5 ml
cryovials (Costar) and cooled according to the proto-
cols: 0.3 deg/min down to –20°C (1 hr in a fridge),
1.5 deg/min down to –40°C (in a programmable
freezer) or 8 deg/min down to –60°C (in KHB-0.5
tank above the surface of liquid nitrogen), in all the
cases the samples were then immersed into liquid
nitrogen.

After storage at –196°C for 5–10 days the samples
were thawed in a water bath at 41°C.

After thawing the cell suspension was transferred
into test tubes, supplemented with a two-fold volume
of growth medium, then centrifuged at 1000g for
10 min, the supernatant was removed. Cells were re-
suspended in growth medium and transferred into Petri
dishes [8] for culturing and following microscope
observation.
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После хранения при температуре –196°С в
течение 5–10 суток образцы отогревали на водяной
бане при 41°С.

После отогрева суспензию клеток переносили
в пробирки, добавляли двухкратный объем росто-
вой среды, центрифугировали при 1000g в течение
10 мин, супернатант удаляли. Клетки ресуспенди-
ровали в ростовой среде и переносили в чашки
Петри для последующего культивирования и на-
блюдения под микроскопом [5].

Для изучения поведения клеток СПЭВ в куль-
туре интактные и размороженные клетки в среде
культивирования высевали в чашки Петри и куль-
тивировали в СО2-инкубаторе или термостатирован-
ной приставке микроскопа «Axio Observer Z1» («Carl
Zeiss», Германия) при температуре 37°С в течение
5 ч. В приставку микроскопа из газового баллона
через редуктор периодически подавали СО2.

Осмотическое поведение клеток изучали в
растворах 1 М ДМСО с разным содержанием NaCl
(0,0375; 0,075; 0,15; 0,5 и 1 М) под микроскопом
«Axio Observer Z1» (получали микрофотографии)
и оценивали динамику изменения клеточных
размеров с помощью программы «AxioVision
Rel. 4.8» («Carl Zeiss»). Морфометрические дан-
ные использовали для определения коэффициентов
проницаемости клеточных мембран и теоретичес-
кого прогнозирования осмотического поведения
клеток при замораживании [2].

Полученные результаты статистически обраба-
тывали с помощью программ «Excel» («Microsoft»,
США) и «Past Statistic v/3/01» (Швеция). В зави-
симости от характера распределения данных
значимость различий между показателями оцени-
вали, используя параметрический t-критерий
Стьюдента или непараметрический критерий
Манна-Уитни [3]. Различия между выборками
считали значимыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Клетки СПЭВ, охлажденные в спиртовой бане

до –28°С с 15-минутной остановкой при этой
температуре и последующим погружением в жид-
кий азот, демонстрировали высокие показатели
сохранности и пролиферативный потенциал после
отогрева [1]. В текущих исследованиях мы оценили
возможность использования для криоконсерви-
рования клеток СПЭВ других режимов заморажи-
вания, а именно: замораживание с контролируемой
скоростью 1,5 град/мин до –40°С с последующим
погружением в жидкий азот; неконтролируемое
замораживание в холодильнике до –20°С (рассчи-
танная скорость охлаждения 0,3 град/мин) с погру-
жением в жидкий азот и замораживание на охлаж-
даемой в парах азота металлической подложке

To study the SPEV behavior in culture the intact
and frozen-thawed cells in culture medium were seeded
into Petri dishes and cultured in a CO2 incubator or
thermostatic unit to microscope Axio Observer Z1
(Carl Zeiss, Germany) at 37°C for 5 hrs. CO2 was
periodically injected from the gas cylinder into the unit
of the microscope through the reducer.

The osmotic behavior of cells was examined in 1 M
DMSO solutions with different concentrations of NaCl
(0.0375; 0.075; 0.15; 0.5 and 1 M) by means of
microscope Axio Observer Z1 (microscopic images
were recorded) and dynamics of changes in cell
dimensions was assessed using the software Axio-
Vision Rel. 4.8 (Carl Zeiss). Morphometric data were
used to determine the permeability coefficients for cell
membranes and theoretical predicting of cell osmotic
behavior during freezing [4].

The findings were statistically processed using
Excel (Microsoft, USA) and Past Statistic v/3/01
(Sweden). Depending on the distribution character of
the data the significance of differences between the
indices was assessed using a parametric Student's t-
test or non-parametric Mann-Whitney one [5].
Differences between the samples were considered as
significant at p < 0.05.

Results and discussion
The SPEV cells cooled in an alcohol bath down to

–28°C with a 15-min stop at this temperature, followed
by immersion into liquid nitrogen, demonstrate a high
survival and proliferative potential [3]. In the present
studies, we have examined the possibility of using other
freezing regimens to cryopreserve SPEV cells, in parti-
cular, freezing with the controlled rate of 1.5 deg/min
down to –40°C, followed by an immersion into liquid
nitrogen; non-controlled freezing in a fridge down to
–20°C (0.3 deg/min estimated cooling rate) with immer-
sion into liquid nitrogen, and, finally, freezing on cooled
in nitrogen vapors metal base with temperature of
–60°C (8 deg/min estimated cooling rate) and following
immersion into liquid nitrogen. Effect of various freezing
protocols was assessed by observing the behavior of
SPEV cells in culture.

Following incubation of the intact SPEV cells for
15 min they sedimented to the bottom of a plastic Petri
dish, when shaking they easily transited into the
suspension. During following 15 min of incubation the
part of the cells was loosely attached, only some cells
transited to a suspended state when shaking. In the
majority of cells the nucleus with nucleoli was clearly
visible. Some cells showed the first stage of adhesion
(the filopodia appearance). More firm attachment to
the substrate was ensured by lamelopodia which were
formed in the majority of cells after an hour of incu-
bation. This was evidenced by the fact that the transi-
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с температурой –60°С (рассчитанная скорость ох-
лаждения 8 град/мин) с погружением в жидкий
азот. Влияние разных режимов замораживания на
выживаемость оценивали с помощью наблюдения
за поведением клеток СПЭВ в культуре.

При 15-минутной инкубации интактные клетки
СПЭВ клетки оседали на дно пластиковой чашки,
при встряхивании легко переходили во взвешенное
состояние. В последующие 15 мин инкубации часть
клеток непрочно прикреплялась; при встряхивании
только некоторые клетки переходили во взвешен-
ное состояние. У большинства клеток было хорошо
видно ядро с ядрышками. У части клеток наблю-
дали первую стадию адгезии (появление филопо-
дий). Более плотное прикрепление к субстрату
обеспечивали ламелоподии, которые формирова-
лись у большинства клеток после часа инкубации,
о чем свидетельствовал тот факт, что для перехода
клеток во взвешенное состояние легкого механи-
ческого встряхивания было недостаточно.

Через 1,5–2 ч часть клеток уплощалась. На пя-
тый час наблюдения около 10–15% клеток приобре-
ли характерный для клеточной культуры СПЭВ
вид (рис. 1).

Сравнение поведения клеток в культуре после
криоконсервирования по трем режимам заморажи-
вания показало, что замораживание со скоростью

Рис. 1. Распластывание клеток СПЭВ при культивировании в СО2-инкубаторе (масштабный отрезок – 20 мкм).
Fig. 1. SPEV cells spreading when cultured in a CO2 incubator (scale bar 20 µm).

начало культивирования
start of culture

15 мин/min 1 час/hr

2 часа/hrs 3 часа/hrs 5 часов/hrs

tion of cells into a suspended state was not provided
by slight mechanical shaking.

In 1.5–2 hrs the part of cells was getting flattened.
On the fifth hour of observation about 10–15% of the
cells have acquired the structure characteristic for
SPEV cell culture (Fig. 1).

When comparing the behavior of cells in culture
after cryopreservation according three freezing pro-
tocols it has been found that freezing with the rate of
1.5 deg/min down to –40°C, followed by immersion
into liquid nitrogen ensured the maximum preservation
of their adhesive properties. Observing the cells during
adhesion and spreading showed the same dynamics
as in intact cells. After 5 hrs of incubation 10–16% of
cells completed spreading (Fig. 2).

The freezing protocol with a rate of 8 deg/min down
to –60°C, followed by an immersion into liquid nitrogen
was unfavorable for cells (Fig. 3). Within an hour of
incubation no tendency to adhesion and spreading of
SPEV cells was observed. In 2 hrs the bulk of the
cells was easily detached from the substrate when
shaking. Cell cytoplasm was vacuolated, about 20%
of the cells had a protrusion on the membrane (vesic-
les). As reported by Ye.A. Porozhan et al. [6] the
formation of vesicles could result from the disorders
in cytoskeletal systems and appearance of sensitive
sites on a cell surface, that collectively prevented a
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Рис. 2. Распластывание клеток СПЭВ, замороженных со скоростью
1,5 град/мин, в процессе культивирования в СО2-инкубаторе (масштаб-
ный отрезок  – 20 мкм).
Fig. 2. SPEV cells spreading when frozen with the rate of 1.5 deg/min
during culturing  in a CO2 incubator (scale bar 20 µm).

1,5 град/мин до –40°С с последую-
щим погружением в жидкий азот
обеспечивало максимальную со-
хранность их адгезивных свойств.
Наблюдение за клетками в процессе
адгезии и распластывания показало
такую же динамику, как и в интакт-
ных клетках. Через 5 ч инкубации
10–16% клеток завершили процесс
распластывания (рис. 2).

Неблагоприятным для клеток
оказался режим замораживания со
скоростью 8 град/мин до –60°С с по-
следующим погружением в жидкий
азот (рис. 3). В течение часа инку-
бации тенденцию к адгезии и рас-
пластыванию клеток СПЭВ не наб-
людали. Через 2 ч основная масса
клеток при встряхивании легко откреп-
лялась от субстрата. Цитоплазма
клеток была вакуолизирована, около
20% клеток имели выпячивания на
мембране (везикулы). По мнению
Е.А. Порожан и соавт. [4], формиро-
вание везикул является следствием
нарушения цитоскелетных систем и
возникновения чувствительных
участков на поверхности клеток, что
и препятствует нормальным процес-
сам адгезии. Через 5 ч инкубации
единичные клетки прикреплялись и
распластывались.

Подвергнутые замораживанию
со скоростью 0,3 град/мин до –20°С
с последующим погружением в
жидкий азот (рис. 4) клетки полнос-
тью теряли свою функциональную
активность. На протяжении 5 ч на-
блюдения клетки не адгезировали,
были округлыми, при легком встря-
хивании переходили во взвешенное
состояние, почти все клетки имели
везикулы, цитоплазма была вакуо-
лизирована.

В дальнейшем было спрогно-
зировано осмотическое поведение
клеток при использованных режимах
замораживания. Вначале были  оп-
ределены транспортные характерис-
тики клеточных мембран. В связи с
тем, что в процессе культивирова-
ния происходит распластывание кле-
ток, важно было удостовериться в
сохранении формы адгезировавших
клеток с момента прикрепления к под-
ложке до начала распластывания.

начало культивирования
start of culture

1 час/hr

3 часа/hrs 5 часов/hrs

Рис. 3. Распластывание клеток СПЭВ, замороженных со скоростью
8 град/мин, в процессе культивирования в СО2-инкубаторе (масштаб-
ный отрезок  – 20 мкм).
Fig. 3. SPEV cells spreading when frozen with the rate of 8 deg/min during
culturing  in a CO2 incubator (scale bar 20 µm).

начало культивирования
start of culture

1 час/hr

3 часа/hrs 5 часов/hrs
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Рис. 4. Распластывание клеток СПЭВ, замороженных со скоростью
0,3 град/мин, в процессе культивирования в СО2-инкубаторе (масштаб-
ный отрезок  – 20 мкм).
Fig. 4. SPEV cells spreading when frozen with the rate of 0.3 deg/min during
culturing  in a CO2 incubator (scale bar 20 µm).

начало культивирования
start of culture

1 час/hr

3 часа/hrs 5 часов/hrs

Рис. 5. Адгезировавшие (A) и распластывающиеся (S) клетки СПЭВ в
культуре под микроскопом (масштабный отрезок  – 10 мкм).
Fig. 5. Adhered (A)  and spreading (S) SPEV cells in culture under
microscope  (scale bar 10 µm).

начало культивирования
start of culture

1 час/hr

3 часа/hrs 5 часов/hrs

normal adhesion. After 5 hrs of incu-
bation only single cells attached and
flattened.

Subjected to freezing with a rate of
0.3 deg/min down to –20°C followed
by an immersion into liquid nitrogen
(Fig. 4) the cells completely lost their
functional activity. Within 5 hrs of ob-
servation the cells did not adhere, were
of round shape, when being gently
shaken easily transited to a suspended
state, almost all the cells had vesicles,
the cytoplasm was vacuolated.

Based on these results, we predic-
ted the osmotic behavior of cells under
the used freezing conditions.  Initially
we identified the transport characteris-
tics of cell membranes. During cultu-
ring the cells were spread, therefore it
was important to ensure keeping the
shape of adhered cells from the mo-
ment of attachment to the substrate up
to the spreading start.

As Fig. 5 demonstrates the cultur-
ing under the microscope allowed us
to observe both the changes in the
shape and movement of adherent cells.
It should be noted that even up to the
beginning of spreading the adhered
cells did not change their sizes. This
allowed to suggest the cell shape prior
to the spreading as a spherical one.

Fig. 6 presents data on osmotic
reactions of SPEV cells in 1M DMSO
solutions: in the ones isotonic by NaCl
(0.15 M NaCl) the cells restored
an initial volume after dehydration, in
the hypertonic solutions (0.5 and 1 M
NaCl) they remained dehydrated and
in hypotonic ones (0.075 and 0.0375 M
NaCl) they swell. The calculated using
the mathematical model coefficients
of filtration and permeability for
DMSO molecules are shown in the
Table.

The data of the Table demonstrate
that the permeability of SPEV cell
membranes for DMSO depends on the
medium composition. At the same
time, the calculated permeability
coefficients of adherent cells for
DMSO were of the same order and
close to the values of the permeability
coefficient, determined for cell suspen-
sions, fixed in a collagen matrix [1].
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Как видно из рис. 5, культивирование под микро-
скопом позволяет наблюдать как за изменением
формы, так и перемещением адгезировавших клеток.
Следует отметить, что вплоть до начала расплас-
тывания адгезировавшие клетки не изменялись в
размере. Это позволило считать форму клеток до
начала распластывания близкой к  сферической.

На рис. 6 представлены данные об осмотичес-
ких реакциях клеток СПЭВ в растворах 1 М
ДМСО: в растворах изотонических по NaCl
(0,15 М NaCl) клетки после дегидратации восста-
навливали исходный объем, в гипертонических
(0,5 и 1 М NaCl) оставались обезвоженными, а в
гипотонических (0,075 и 0,0375 М NaCl) набухали.
Рассчитанные с помощью математической мо-
дели коэффициенты фильтрации и проницаемости
для молекул ДМСО представлены в таблице.

Из приведенных в таблице данных следует, что
проницаемость мембран клеток СПЭВ для ДМСО
зависела от состава среды. В то же время значения
рассчитанных коэффициентов проницаемости
адгезировавших клеток для ДМСО находились в
пределах одного порядка со значениями коэффи-
циентов проницаемости, определенным в клетках,
закрепленных в матрице коллагена [7].

В дальнейшем для моделирования процесса
обезвоживания клеток в суспензии при разных
скоростях охлаждения была использована физико-
математическая модель процесса замораживания
клеточной суспензии в присутствии ДМСО [1].

Рис. 6. Экспериментальные данные и теоретические
зависимости изменения объема сферических клеток
СПЭВ от времени в 1 М растворах ДМСО, содержащих
1 М (1), 0,5 М (2), 0,15 М (3), 0,075 М (4) и 0,0375 М (5) NaCl.
Fig. 6. Experimental data and theoretical dependencies
of volume change of spherical SPEV cells  vs. time in
1 M DMSO solutions containing 1 М (1), 0.5 М (2), 0.15 М (3),
0.075 М (4) and 0.0375 М (5) of NaCl.

In the following studies we simulated the cell
dehydration in a suspension at various cooling rates
using the mathematical model of cell suspension
freezing in DMSO presence [3].

Fig. 7 represents the calculated data of the relative
volume change of SPEV cells during freezing according
three protocols. Analysis of these dependencies
allowed to suggest that during the freezing with optimal
rate (1.5 deg/min) the dehydration protected the cells
against intracellular crystallization, at the rates under
the optimum (0.3 deg/min) the dehydration can cause
the death of the cells, and at those above the optimal
one the cells do not dehydrate and are damaged due
to intracellular crystallization.

Conclusions
Thus, the substrate-adhered cells retaining the shape

close to spherical one are the proper object to study
the kinetics of osmotic cell responses which can be
used to assess cell membrane permeability parameters
for cryoprotectants and water molecules.

The theoretical prediction of osmotic behavior of
SPEV cells showed that the cooling rates of
1.5 deg/min could ensure optimal protection of the cells
in 1 M DMSO presence, and the cooling rates above
and below the optimal one might be detrimental as a
result of intracellular crystallization or dehydration. The
results of the performed experiments on freezing of
SPEV cells using various cooling regimens which
involved the assessment of their preservation rate by
analysis of cells’ behavior in culture confirmed this
assumption.

Коэффициенты проницаемости мембран клеток
СПЭВ для молекул ДМСО

Permeability coefficients of SPEV cell membranes
for DMSO molecules
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На рис. 7 приведены данные расчета изменения
относительного объема клеток СПЭВ при трех
режимах замораживания. На основе приведенных
зависимостей можно предположить, что при режи-
ме замораживания со скоростью 1,5 град/мин де-
гидратация защищает клетки от внутриклеточной
кристаллизации, при меньшей скорости (0,3 град/мин)
дегидратация может стать причиной гибели клеток,
а при большей – клетки не дегидратируют и по-
вреждаются вследствие внутриклеточной крис-
таллизации.

Выводы
Таким образом, адгезировавшие на подложке

клетки, сохраняющие форму близкую к сферичес-
кой, являются удобным объектом для изучения
кинетики осмотических реакций клеток, которая
может быть использована для оценки параметров
проницаемости клеточных мембран для молекул
криопротекторов и воды.

Теоретическое прогнозирование осмотического
поведения клеток СПЭВ показало, что скорость
охлаждения 1,5 град/мин может обеспечивать
оптимальную защиту клеток в присутствии 1 М
ДМСО, тогда как скорости охлаждения ниже и
выше оптимальной могут оказаться губительными
в результате внутриклеточной кристаллизации или
дегидратации. Результаты проведенных экспери-
ментов по замораживаю клеток СПЭВ при разных
режимах охлаждения с оценкой их сохранности по
поведению в культуре подтвердили данное пред-
положение.

Рис. 7. Теоретически рассчитанные зависимости,
демонстрирующие осмотическое поведение клеток
СПЭВ при трех режимах замораживания.
Fig. 7. Theoretically calculated dependencies demon-
strating osmotic behavior of SPEV cells during freezing
according three regimens.
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