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Реферат: На збереженість клітин у процесі кристалізації клітинної суспензії впливають два типи пошкоджуючих чинників. 
Перший тип кріопошкоджень виникає під час кристалізації позаклітинного середовища і викликаний зневодненням клітин, 
підвищенням концентрації та іонної сили поза- та внутрішньоклітинних розчинів. При збільшенні швидкості охолодження ступінь 
пошкоджень першого типу зменшується внаслідок скорочення часу дії пошкоджуючих чинників. Другий тип кріопошкодження – 
внутрішньоклітинна кристалізація, ймовірність якої зростає за високих швидкостей охолодження, вважається максимально згуб-
ною для клітин. У роботі визначено оптимальну лінійну швидкість охолодження клітин PK-15 за допомогою фізико-математичної 
моделі, яка описує ймовірність кріопошкодження клітин при лінійному режимі заморожування та ґрунтується на двохфакторній 
теорії кріопошкодження, термодинамічній теорії гомогенної кристалізації та загальній теорії процесів активаційного типу. Резуль-
тати розрахунку показали, що в діапазоні швидкостей охолодження <0,5°С/хв кріопошкодження клітин PK-15 відбувається в 
основному внаслідок впливу ефектів розчину, а при швидкостях охолодження >2,5°С/хв – переважно в результаті внутрішньо-
клітинної кристалізації. Залежність відсотка пошкоджених клітин від швидкості охолодження має порівняно широкий мінімум 
в діапазоні швидкостей охолодження 0,5…2,5 °С/хв.

Ключові слова: клітини PK-15, двохфакторна теорія кріопошкодження, внутрішньоклітинна кристалізація, ефекти розчину, 
фізико-математична модель. 

Abstract: Preservation of cells during crystallization of the cell suspension is infl uenced by two types of damaging factors. 
The fi rst type of cryoinjury occurs during the crystallization of the extracellular environment and is caused by dehydration of cells, 
increasing the concentration and ionic strength of extracellular and intracellular solutions. As the cooling rate rises, the damage rate 
of the fi rst type decreases as a result of  the reduced time of action of damaging factors. The second type of cryoinjury is intracellular 
crystallization, the probability of which enhances at high cooling rates, is considered the most destructive to cells. The optimal 
linear cooling rate for PK-15 cells is determined using a physico-mathematical model, which describes the probability of cryoinjury 
of cells in the linear freezing mode and is based on the two-factor theory of cryoinjury, thermodynamic theory of homoge-
neous crystallization and general theory of activation-type processes. The fi ndings have shown that  within the range of cooling 
rates < 0.5 °C/min the cryoinjury of PK-15 cells occurs mainly due to the eff ects of the solution, and at cooling rates > 2.5 °C/min this 
was mainly resulted from an intracellular crystallization. The dependence of the percentage of damaged cells on the cooling rate has 
a relatively wide minimum within the range of cooling rates of 0.5 °C/min… 2.5 °C/min.

Key words: PK-15 cells, two-factortheory of cryoinjury, intracellular crystallization, solution eff ect, physical and mathematical model.
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Наразі загальноприйнятим є уявлення про 
те, що найбільш суттєві чинники кріопошкоджен-
ня клітин безпосередньо або опосередковано по-
в’язані з утворенням і ростом кристалів льоду у 
клітинній суспензії, яка заморожується [4, 5, 7, 
14, 18]. Експериментально і теоретично показано, 
що збереженість клітин під час кріоконсерву-
вання куполоподібно залежить від швидкості 
охолодження на етапі кристалізації [14]. Опти-
мальну швидкість охолодження можна пояснити 
створеною Мейзуром двохфакторною теорією 
кріопошкодження [12]. Під час охолодження 
суспензії клітин до температури нижче точки 
замерзання клітини та їхнє навколишнє середо-

Currently, the most signifi cant factors of cell 
cryoinjury are generally accepted to be directly or 
indirectly related to the formation and growth of 
ice crystals in the cell suspension, subjected to 
freezing [1, 2, 5, 13, 18]. It has been experimen-
tally and theoretically shown that the safety of cells 
during cryopreservation depends in a dome-like mo-
de on the cooling rate at the crystallization stage 
[13]. The optimal cooling rate can be explained 
by the two-factor theory of cryoinjury created by 
Mazur [11].

When the cell suspension is cooled to a tempe-
rature below freezing, the cells and their environ-
ment initially remain in an unfrozen supercooled 
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вище спочатку залишаються у незамороженому 
переохолодженому стані. Оскільки більш ефек-
тивні джерела утворення зародків льоду знахо-
дяться у позаклітинному середовищі, то спочат-
ку лід формується у позаклітинному розчині між 
–2 і –15°С, тоді як внутрішньоклітинний розчин 
залишається переохолодженим [9]. Внаслідок 
цього переохолоджена внутрішньоклітинна вода 
має вищий хімічний потенціал, ніж вода в част-
ково замерзлому позаклітинному розчині, який 
знаходиться в рівновазі з фазою льоду. Хімічна 
рівновага може досягатися або проникненням 
внутрішньоклітинної води крізь мембранний ба-
р’єр у позаклітинний розчин, або утворенням 
внутрішньоклітинного льоду. Спосіб, за допомо-
гою якого досягається рівновага, зумовлений швид-
кістю охолодження клітин та здатністю води до 
виходу з клітини назовні. Це масоперенесен-
ня обмежується гідравлічною проникністю (Lp) 
плазматичної мембрани клітини та площею її по-
верхні, доступної для виходу води. Якщо вихід-
ний потік води є недостатнім для встановлення 
хімічної рівноваги (у випадку високих швидкос-
тей охолодження), то теплообмін домінуватиме 
над масообміном. Отже, внутрішньоклітинний 
розчин стане надмірно переохолодженим і буде 
формуватися внутрішньоклітинний лід. Якщо 
вихід води є достатнім (за більш низьких швид-
костей охолодження), то масоперенесення пре-
валюватиме над теплоперенесенням, зневоднення
клітини буде забезпечувати підтримку хімічної 
рівноваги, що відтермінує утворення внутрішньо-
клітинного льоду. Проте, зрештою, за більш низь-
ких температур внутрішньо- та позаклітинний 
розчини повністю затвердіють унаслідок форму-
вання евтектичної суміші.

Таким чином, на збереженість клітин у про-
цесі кристалізації клітинної суспензії впливають 
два типи пошкоджуючих чинників. Перший тип 
кріопошкоджень виникає під час кристалізації 
позаклітинного середовища і викликаний зне-
водненням клітин, підвищенням концентрації 
та іонної сили поза- та внутрішньоклітинних 
розчинів за рахунок перетворення частини роз-
чинника у лід. За збільшення швидкості охо-
лодження ступінь пошкоджень першого типу 
зменшується внаслідок скорочення часу дії пош-
коджуючих чинників [8, 9]. Другий тип кріо-
пошкодження клітин обумовлений утворенням
внутрішньоклітинних кристалів льоду, які вик-
ликають ті ж самі ефекти, що і чинники першого
типу, і крім того здатні механічно руйнувати 
мембранні структури [4, 18]. Внутрішньоклі-
тинна кристалізація, ймовірність якої зростає 
при високих швидкостях охолодження, вва-

state. Since the more effi  cient sources of ice germ 
formation are in the extracellular environment, ice 
is initially formed in the extracellular solution 
between –2 and –15°С, while the intracellular solu-
tion remains supercooled [8]. As a result, super-
cooled intracellular water has a higher chemical 
potential than that in a partially frozen extracellular 
solution that is in equilibrium with an ice phase. 
Chemical equilibrium can be achieved either by 
the penetration of intracellular water through the 
membrane barrier into the extracellular solution, 
or by the intracellular ice formation. The method 
by which equilibrium is achieved is determi-
ned by the rate of cell cooling and the ability of 
water to exit the cell. This mass transfer is limited 
by the hydraulic permeability (Lp) of the plasma 
membrane of the cell and its surface area available 
for water release. If the released water fl ow is 
insuffi  cient to establish chemical equilibrium (in the 
case of high cooling rates), heat transfer will domi-
nate over mass transfer. Therefore, the intracel-
lular solution will become excessively super-
cooled and intracellular ice will form. If the water 
release is suffi  cient (at lower cooling rates), then 
mass transfer will prevail over heat transfer, de-
hydration of the cell will ensure the maintenance of 
chemical equilibrium, which delays the formation 
of intracellular ice. However, eventually, at lower 
temperatures, the intracellular and extracellular solu-
tions solidify completely due to the formation of 
a eutectic mixture.

Thus, the preservation of cells during the crys-
tallization of their suspension is infl uenced by two 
types of damaging factors. The fi rst type of cryo-
injury occurs during the crystallization of the extra-
cellular environment and is caused by dehydration 
of cells, increasing the concentration and ionic 
strength of extracellular and intracellular solutions 
by converting part of the solvent into ice. With 
increasing cooling rate, the degree of damage of the 
fi rst type decreases due to the reduced time of 
action of damaging factors [7, 8]. The second type 
of cryoinjury of cells is caused by the formation 
of intracellular ice crystals, which originate the 
same eff ects as the factors of the fi rst type, and are also 
able to mechanically destroy membrane structures 
[1, 18]. Intracellular crystallization, the probability 
of which increases at high cooling rates, is consi-
dered the most destructive for cells [9, 13–16].

The purpose of this research was to determine 
the optimal linear cooling rate for PK-15 cells 
using a physico-mathematical model that descri-
bes the probability of cryoinjury of cells in the li-
near freezing mode and is based on the two-fac-
tor theory of cryoinjury, thermodynamic theory of 
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жається максимально згубною для клітин [10, 
14–17].

Мета роботи – визначення оптимальної ліній-
ної швидкості охолодження клітин PK-15 за до-
помогою фізико-математичної моделі, яка опи-
сує ймовірність кріопошкодження клітин при 
лінійному режимі заморожування та ґрунтується 
на двохфакторній теорії кріопошкодження, тер-
модинамічній теорії гомогенної кристалізації 
та загальній теорії процесів активаційного типу, 

Теоретичне обґрунтування
Для теоретичної оцінки значення оптималь-

ної з погляду двохфакторної теорії кріопошкод-
ження швидкості охолодження при лінійних 
режимах заморожування клітинної суспензії нами 
була розглянута ймовірність пошкодження клі-
тин як факторами, пов’язаними з внутрішньо-
клітинною кристалізацією, так і з такими, що 
визначаються впливом позаклітинного розчину 
[6]. Для визначення швидкостей охолодження, 
за яких відбувається внутрішньоклітинна крис-
талізація і, отже, загибель клітин, була розгляну-
та залежність ймовірності внутрішньоклітинної 
кристалізації від переохолодження внутрішньо-
клітинного розчину. Таку залежність визначали, 
спираючись на термодинамічну теорію утворення 
кристалів у розчинах і загальну теорію процесів 
активаційного типу [2]. У роботі Ye.O. Gordiyenko 
та співавт. [6] було отримано вираз для ймо-
вірності утворення внутрішньоклітинного крис-
талу льоду в одиницю часу в пересиченому вну-
трішньоклітинному розчині: 

                                                                            ,    (1)

де      – середній час, необхідний для утворення 
кристала льоду в пересиченому бінарному вод-
ному розчині при температурі T; А – постійна 
величина, яка має розмірність часу та забезпечує 
практично миттєву (<0,1 с) кристалізацію води 
за її максимально можливого (до –40°С)

переохолодження [6];       ,       – концент-

рація позаклітинного розчину, за якої він знахо-
диться в термодинамічній рівновазі з льодом при 
температурі Т; с0 – вихідна (до заморожування) 
концентрація розчиненої речовини позаклітин-

ного розчину;                  – приведена температура; 

T – поточне значення розчину, Tk0 – значення 

homogeneous crystallization and general theory 
of activation-type processes.

Theoretical substantiation
To theoretically estimate the value of the op-

timal from the point of view of two-factor 
theory of cryoinjury cooling rate at linear free-
zing conditions of the cell suspension, we considered 
the probability of cell damage as factors associa-
ted with intracellular crystallization and those 
determined by the infl uence of extracellular solu-
tion [4]. To determine the cooling rates at which intra-
cellular crystallization occurs and, consequently, cell 
death, the dependence of the probability of intracel-
lular crystallization on the supercooling of the 
intracellular solution was considered. This depen-
dence was determined based on the thermodynamic 
theory of crystal formation in solutions and the 
general theory of activation-type processes [6]. As 
it was reported [4], an expression was obtained 
for the probability of formation of an intracellular 
ice crystal per unit time in a supersaturated intra-
cellular solution:

                                                                        ,    (1)

where     is the average time required for an ice 
crystal formation in a supersaturated binary aqueous 
solution at a temperature of T; A is a constant 
value that has the dimension of time and pro-
vides almost instantaneous (< 0.1 s) seconds crystal-
lization of water at its maximum possible (up to
 
–40°C) supercooling [4];       ,      – concent-

ration of extracellular solution at which it is in 
thermodynamic equilibrium with ice at temperature 
T; c0 – initial (before freezing) concentration of so-

lute in the extracellular solution;                         – reduced 

temperature; T is the current value of the solu-
tion, Tk0 is the melting point of the solution; 

      – reduced concentration of solutes in intra-

cellular solution; cin is the current value of the 
total molar fraction of substances dissolved inside 
the cell.

The probability of formation of an intracel-
lular ice crystal in a supersaturated intracellular 
solution during the crystallization of the extracel-
lular solution (W*) is determined by the time integ-
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температури плавлення розчину;     – 

приведена концентрація розчинених речовин 
у внутрішньоклітинному розчині; сin – поточне 
значення сумарної мольної частки розчинених 
всередині клітини речовин. 

Імовірність утворення внутрішньоклітинного 
кристалу льоду в пересиченому внутрішньоклі-
тинному розчині за час кристалізації позаклі-
тинного розчину (W*) визначається інтегралом 
за часом (t) від моменту часу початку кристалі-
зації (tк0) в позаклітинному розчині до моменту 
часу (tE), при якому температура позаклітинного 
розчину стає рівною його евтектичній темпера-
турі: 

                                     .                 (2) 

Оптимальним для запобігання пошкодженню 
клітин внутрішньоклітинними кристалами льоду 
є режим охолодження Т(t), при якому імовірність 
внутрішньоклітинної кристалізації мінімальна у 
порівнянні з іншими режимами охолодження: 

                                                                            . (3)

Оскільки в рамках двохфакторної теорії 
кріопошкодження утворення кристалу льоду в 
клітині неминуче призводить до її загибелі, 
ймовірність W* у формулах (2), (3) можна ототож-
нити з імовірністю загибелі клітини за рахунок 
внутрішньоклітинної кристалізації. Крім того, 
оскільки в клітинній суспензії, яка заморожуєть-
ся, дуже велика кількість клітин, то їх сукупність 
можна розглядати як статистичний ансамбль і 
ототожнити ймовірність W* із часткою клітин, 
які пошкоджуються на етапі кристалізації клітин-
ної суспензії в результаті внутрішньоклітинного 
льодоутворення.

Пошкодження клітин у процесі кристалізації 
клітинної суспензії обумовлене не тільки утво-
ренням внутрішньоклітинних кристалів льоду, 
але й так званими ефектами розчину, внаслідок 
яких ступінь пошкодження клітин збільшуєть-
ся з підвищенням концентрації розчину, що кон-
тактує з клітинними структурами, і тривалістю 
експозиції клітин у ньому [11, 13]. Імовірність 
кріопошкодження клітин на етапі кристалізації 
ефектами розчину визначаємо найпростішою за-
лежністю від концентрації внутрішньо- (cin) і по-
заклітинного (  ) гіпертонічних розчинів та три-
валості контакту з ними, яка враховує дві указані 
вище характерні особливості дії цього чинника на 

 
 0

2

2
3

Et
*

in

k in

Bˆ ˆW c T c exp dt min
ˆ ˆT c T c

 
            

 


ral (t) from the time of crystallization (tk0) in the 
extracellular solution to the time (tE) at which the 
extracellular solution temperature becomes equal 
to its eutectic temperature:

                                      .                                    (2) 

Optimal for preventing cell damage by intracellular 
ice crystals is the cooling mode T (t), in which the 
probability of intracellular crystallization is minimal 
compared to other cooling modes:

                                                                          .  (3)

Since, within the framework of the two-factor 
theory of cryoinjury, the formation of an ice crystal 
in a cell inevitably leads to its death, the probability 
of W* in formulas (2), (3) can be identifi ed with 
the probability one of cell death due to intracel-
lular crystallization. In addition, since the cell sus-
pension that is frozen contains a very large number 
of cells, the set of cells can be considered as a sta-
tistical ensemble and the probability of W* can 
be identifi ed with the proportion of cells damaged 
during crystallization of the cell suspension by int-
racellular ice formation.

Cell damage during crystallization of cell suspen-
sion is caused not only by the formation of intra-
cellular ice crystals, but also by the so-called eff ects 
of the solution, as a result of which the degree of 
cell damage increases with a rise in concentration 
of solution in contact with cell structures and 
duration of cell exposure [10, 12]. The probabi-
lity of cryoinjury of cells at the crystallization stage 
by the eff ects of solution is determined by the simp-
lest dependence on the concentration of intra- (cin) 
and extracellular (  ) hypertonic solutions and du-
ration of contact with them, which takes into account 
the two characteristics of this factor on biological 
objects during cryopreservation:

                                                   .                        (4)

The constant D is equal to the duration of 
exposure of cells in a cryoprotective solution at 
its melting point, at which 50% of cells lose via-
bility. The choice of subintegral expression as 
the product of concentrations of extracellular and 
intracellular solutions takes into account the fact 
that damage to structural and functional elements 
of the cell can occur as a result of direct contact of 
the outer surface of cell membrane with the 
surrounding solution and as a result of intracel-
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біологічні об’єкти під час кріоконсервування:

                       .    (4)

Константа D дорівнює тривалості експозиції 
клітин у кріозахисному розчині за температури 
його плавлення, при якій життєздатність втрача-
ють 50% клітин. Вибір підінтегрального виразу як 
добутку концентрацій поза- та внутрішньоклітин-
ного розчинів враховує ту обставину, що пошкод-
ження структурних та функціональних елементів 
клітини може відбуватись як в результаті безпо-
середнього контакту зовнішньої поверхні мембра-
ни клітини з навколишнім розчином, так і внас-
лідок дії внутрішньоклітинного гіпертонічного 
розчину на субклітинні структури. У загальному 
випадку при заморожуванні клітин                . 

Клітини PK-15 проявляють більшу чутливість 
до дії охолоджених розчинів, ніж винятково стійкі 
дріжджові клітини Saccharomyces cerevisiae, але є 
стійкішими за ентероцити миші [6]. Для них було 
вибрано проміжні значення константи D = 60, 300 
та 600 хв.

Ефекти розчину і внутрішньоклітинна кри-
сталізація пошкоджують клітини незалежно 
одне від одного, тому ймовірність (W) пошкод-
ження клітин на етапі кристалізації при замо-
рожуванні клітинної суспензії дорівнює сумі ука-
заних вище ймовірностей (3) та (4): W = W* + W**. 
При заданій постійній швидкості охолодження 

                              отримуємо:

                                                                           (5)

Результати та обговорення
Для визначення на підставі одержаного виразу 

(5) залежності відсотка пошкоджених клітин від 
швидкості охолодження спочатку неoбхідно знай-
ти залежності       та        . Клітини PK-15, 
які були отримані у відділі кріоендокринології 
ІПКіК НАН України, зберігалися в низькотем-
пературному банку ІПКіК НАН України у кріо-
захисному середовищі з 10% ДМСО. Формулу, 
що описує криву плавлення потрійного розчину 
«диметилсульфоксид – хлорид натрію – вода», 
одержали шляхом апроксимації методом най-
менших квадратів поліномом другого ступеня 
[3]. Таким чином, одна з необхідних для оцінки 

outinc c 

 0dT
dt

   

lular hypertonic solution. Generally when freezing 
cells this is                .

PK-15 cells are more sensitive to cooled so-
lutions than exceptionally resistant Saccharomyces 
cerevisiae yeast cells, but are more resistant than 
mouse enterocytes [4]. Intermediate values of the 
constant D = 60, 300 and 600 min were chosen 
for them.

The eff ects of the solution and intracellular 
crystallization damage the cells independently of 
each other, so the probability (W) of cell damage 
at the stage of crystallization during freezing of the 
cell suspension is equal to the sum of the above 
probabilities (3) and (4): W = W* + W**. At a given 

constant cooling rate                                     we obtain:

                                          .                                (5)

Results and discussion
To determine the dependence of the percentage 

of damaged cells on the cooling rate on the basis 
of the obtained expression (5), it is fi rst necessary 
to fi nd the dependences       and        . PK-15 
cells, which were obtained at the Department of 
Cryoendocrinology of IPC&C of NAS of Ukraine, 
were stored at a low-temperature bank of IPC&C of 
NAS of Ukraine in a cryoprotective medium with 
10% DMSO. The formula describing the melting 
curve of the ternary solution ‘dimethyl sulfoxide – 
sodium chloride – water’ was obtained by approxima-
tion by the least squares method by a polynomial 
of the second degree [15]. Thus, one of the needed
to be estimated for the optimal constant cooling 
rate of the dependences in the case we are consi-
dering is:

                                                                       .      (6)

The second of the required dependences  
               described by the equations presented 
by Ye.O. Gordiyenko [3], which, taking into ac-
count the law of Arrhenius and the defi nition, lead 
to the expression:

                                                                          ,  (7)

where w and E – the characteristic time and 
energy of activation of the penetration of water 
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оптимальної постійної швидкості охолоджен-
ня залежностей у випадку, який ми розглядаємо, 
має вигляд:

                                                         .      (6)

Друга з шуканих залежностей                        
описується поданими у роботі Є.О. Гордієнка [1]
рівняннями, які з урахуванням закону Ареніуса 
і визначення приводять до виразу:

                                                              ,  (7)

де w і Е – характерний час та енергія активації 
проникання молекул води крізь клітинну мемб-
рану; R – універсальна газова стала.

Розв’язуючи це рівняння чисельно при різ-
них швидкостях охолодження  і початкових 
умовах       ,             з ураху-
ванням того, що для клітин PK-15 при заморо-
жуванні у кріозахисному середовищі з 1М кріо-
протектором ДМСО  = 0,23, Тк0 = 268,9 К,  
      , D = 60, 300, 
600 хв, А = 0,15, 1,5, 15 хв, та підставляючи 
отримані рішення в (5), знаходимо ймовірність 
пошкодження клітин PK-15 на етапі кристалі-
зації.

На рис. 1 та 2 подані залежності ймовірності 
кристалоутворення за різних швидкостей охолод-
ження та значень коефіцієнта А, на рис. 3 і 4 – 
ймовірності пошкодження клітин PK-15 розчи-
ном ДМСО за різних швидкостей охолодження та 
значень коефіцієнта D. За різних постійних швид-
костях охолодження , значеннях А = 0,15 хв, 
D = 300 хв отримуємо залежність відсотка пошкод-
жених клітин двома типами чинників (рис. 5): 
внутрішньоклітинною кристалізацією (крива 3) та 
ефектами розчину (крива 2). Відсоток клітин, що 
пошкоджуються за рахунок сумарної дії обох ти-
пів чинників, представлений на рисунку кривою 1. 
Таким чином, розрахована оптимальна швидкість 
охолодження клітин PK-15 становить –1°С/хв. 

Як витікає з результатів розрахунку (рис. 5), 
за швидкостей охолодження   °С/хв кріо-
пошкодження клітин PK-15 відбувається тіль-
ки внаслідок ефектів розчину і визначається 
інтегралом (4), а за швидкостей охолодження 
  2,5°С/хв – переважно в результаті внутріш-
ньоклітинної кристалізації і визначається інтегра-
лом (3). Залежність сумарного внеску цих чин-
ників у кріопошкодження клітин має порівняно 
широкий мінімум у діапазоні швидкостей охо-
лодження 0,5…2,5°С/хв. 
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Рис. 2. Імовірність кристалоутворення при різних зна-
ченнях коефіцієнта А: 1 – 0,15 хв; 2 – 1,5 хв; 3 – 15 хв. 
Fig. 2. Probability of crystal formation at diff erent values 
of the coeffi  cient A: 1 – 0.15 min; 2 – 1.5 min; 3 – 
15 min.

Рис. 1. Імовірність кристалоутворення при різних швид-
костях охолодження: 1 – 0,5°С/хв; 2 – 1°С/хв; 3 – 5°С/хв; 
4 – 10°С/хв.
Fig. 1. Probability of crystal formation at diff erent coo-
ling rates: 1 – 0.5°C/min; 2 – 1 °C/min; 3 – 5°C/min; 
4 – 10°C/min.
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molecules through the cell membrane; R – universal 
gas constant.

Solving this equation numerically at diff erent 
cooling rates  and initial conditions, taking into 
account           ,                     the fact that 
for PK-15 cells when frozen in a cryoprotective 
medium with 1M cryoprotectant DMSO α = 0.23, 
Tk0 = 268.9 K,                                                            ,
D = 60, 300, 600 min, A = 0.15, 1.5, 15 min and subs-
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Рис. 3. Імовірність пошкодження клітин PK-15 роз-
чином ДМСО при різних швидкостях охолодження: 
1 – 0,5°С/хв; 2 – 1°С/хв; 3 – 5°С/хв; 4 – 10°С/хв. 
Fig. 3. Probability of injury to PK-15 cells by DMSO solu-
tion at diff erent cooling rates: 1 – 0.5 °С/min; 2 – 1 °С/min; 
3 – 5 °С/min; 4 – 10 °С/min.

Рис. 4. Імовірність пошкодження клітин PK-15 розчином 
ДМСО при різних значеннях коефіцієнта D: 1 – 60 хв; 
2 – 300 хв; 3 – 600 хв. 
Fig. 4. Probability of injury to PK-15 cells by DMSO solu-
tion at diff erent values of the coeffi  cient D: 1 – 60 min; 
2 – 300 min; 3 – 600 min.
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Рис. 5. Відсоток клітин, що пошкоджуються за ра-
хунок сумарної дії (1) ефектів розчину (2) і внутріш-
ньоклітинної кристалізації (3), залежно від швидкос-
ті охолодження при заморожуванні суспензії клітин 
PK-15 в розчині «диметилсульфоксид (10 об’ємних %) – 
0,135М – вода».
Fig. 5. Percentage of cells damaged by the total action (1) 
of the eff ects of solution (2) and intracellular crystalliza-
tion (3), depending on the cooling rate when freezing the 
suspension of PK-15 cells in a solution of ‘dimethyl sulf-
oxide (10 volume%) – 0.135M – water’.
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tituting the obtained solutions in (5), we fi nd the 
probability of damage to PK-15 cells during the 
crystallization step.

Figs. 1 and 2 show the dependences of the 
probability of crystal formation at diff erent cooling 
rates and values of the coeffi  cient A, Figs. 3 and 4 
demonstrate the probabilities of damage to PK-15 
cells by DMSO solution at diff erent cooling rates and 
values of coeffi  cient D. At diff erent constant cooling 
rates , values of A = 0.15 min, D = 300 min we 
obtain the dependence of the percentage of damaged 

cells by two types of factors (Fig. 5): intracellular 
crystallization (curve 3) and the eff ects of solution 
(curve 2). The percentage of cells damaged by the 
combined action of both types of factors is shown in 
Figure 1. Thus, the calculated optimal cooling rate of 
PK-15 cells is –1°С/min.

As follows from the fi ndings (Fig. 5), at cooling 
rates of   –0.5°С/min cryoinjury of PK-15 cells 
occurs only due to the eff ects of the solution and is 
determined by the integral (4), and at cooling rates 
2.5°С/min this is mainly in the result of intracel-
lular crystallization and is determined by the in-
tegral (3). The dependence of the total contribution 
of these factors to the cryoinjury of cells has a rela-
tively wide minimum in the range of cooling rates 
of 0.5…2.5 °C/min.

Висновки
Таким чином, застосовані нами алгоритми 

теоретичної оцінки оптимального значення швид-
кості охолодження при лінійному режимі замо-
рожування виявилися адекватними для суспензій 
кардинально відмінних клітин, які відрізняються 
за чутливістю до різних типів пошкоджуючих 
чинників. Отримані результати підтверджують 
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придатність розробленої нами моделі для виз-
начення оптимальної швидкості охолодження 
клітинної суспензії, що ґрунтується на двохфак-
торній теорії кріопошкодження, термодинаміч-
ній теорії гомогенної кристалізації та загальній 
теорії процесів активаційного типу.

Conclusion
Thus, the algorithms used by us to theoretically 

assess the optimal value of the cooling rate in 
the linear freezing mode were adequate for the 
suspensions of absolutely diff erent cells, which diff er 
in sensitivity to various types of damaging factors. 
The obtained results confi rm the suitability of the 
model developed by us for determining the optimal 
cooling rate of the cell suspension, based on the two-
factor theory of cryopreservation, thermodynamic 
theory of homogeneous crystallization and general 
theory of activation-type processes.
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