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Б ]. о Ф Iзич,I]IЙ в IсFtик Виrr. 20 (l) 2008

};lc ФIзи кд с кп 4цнI{х с и(:тр*I

iaл 1 ,,l rj|\ J .\,l-r-,

т,L]орF]т,и ч F]сI{иЙ д]Lilддл.,t:t э{пФЕкт,[I вlн ()с ти "{flнЕЙного и

дв},х с,Г},п Е }tчД,I,.o гО р Ежртl}lОв J дý,I()р,\ ж tл влн}tя J[.я я
кр пOконс Е I} BpI PO ltAlrl,t я :}мБри он () [} IvIJ t Ек(){t и,I,АlоIцIt х

fol.ý. Oстднко]в
lh;c:lпtlпl,vrri ttрr,liэ.;rс,:lt K|пlrtбtltl.пrlartJ iJ Л7r,ТL',,li{]!])r,tцuнi l{-Ч}i ,vilрrтпНЫ

2<i фсврапя 2(}01$г.

1{с,rью рабо.гы llBj$ieIc)l ,le(lpc;Ttltti:c}toe обOснOв:tниt] t{еI.]ij0ОD[}ilЗНOСТlr П}]КlПеНе],l}LЧ ,jljtЯ

tipli{lцфяcepltllpg,B;ittиrt ,эмб}iиоtrt)В Nl]т{jltl!llrl'ГaK}Oill:\ i-tc.,tllttei,iTtы,< ,.lRJixcTy Пеtttliп'IЫх рs)шш{Otý

\,станOFiлеflЫ li объясti;iiь[ iчidltl\1./tt{e{:Tвa iIоследItего д,ЕЁ iфptoFioHcýpвptpi)Billtllя э riбpltclftoB

,rrr"r.о'r*'rанrrцих, Тсорr.I}lчgсttа:! ()1.{*H,{l1t t_llттttма;tьнOй по _iцlухфirят,оlзttоlii,rtOрI{U- кlt}týllс-!!iрЁ,кдсни1l

ij!iФl]c{:l.п t}\jIа}Iiд(1I{Itя 1..1JI Дýlf"lii:lст{_tr{ttы-\ _rrtбprroHtltl , ! ышшl (:t!BI[3.,Iilf т с :_!ltс,Jt-1l'l{пtентальныl,I[l

.цанны\|.!I.
t{,Пlt)LilEBilIIl с,пФli,,{: KIJtlOKc)Hij€l?bp,!i)(iBa{lic, *Ki}i_]fi;,rb, Ф\,liiliК,_li,{iй,ii. быстl:Lrс,,хвухст,l,tеfi"jiiiфс

ПоJl,rвл.:lьirцi_"е li,{l,;iь_,*з{4нl,;,]'i3Гi гli]i_li{e{{i'i8, i\t.r-iti}tЪi|; il;ij-lЭТtЕаft.iТ 8 ]lIlr{P0jld, L-i-'Tj{ti;ЯTijЯ К

пp{.)Lle{-:ci{l.'1 L]"KT1I}_}alitIOt{t{L}г(} ]}tпit. TitKlre процс$сь]i (1rrrc l} опltсываю"гся K;thi ПеРехO,Д I{.,j

огlti(_}г() J,с}кilIrьнOгLt м}.ttlrll\.г\,ма ])нL]ргl{рt ij(x;ri,,l) Е с()сВдtН}l[-I JtOКаjIЬНЫй MI{HilA'lyýl [,[(ЦrliП:i

{ i{x.)

t}ДНOг,Lr JIокаJlьнOГо h,ii,ll"lиN,,lylviil энергt{lI

LI(x.,r.,1,,1 ) в сл]сýдн!iri локальныr:i ]l{,tн,tмyh,{

через раз,I{еляюшrlй LlxIT/r, ,_,i

Prrc-l lJaBr,rcrrrrogTb,}нсрr,gт1,I,tеýк(lгfi пOтенци:],хi}

ijtтсте},Iы от шаi)а lrстг};:l х, tlогtrрый ](apaкT,i-jрi,{:i} ýI, е€

\J\]!t\J4rllr!

эFIеl)гегт4t{есl(t{й барьер.

указilнI{()го ],ltпа rlвляк)тgя,
rtrрrrцессамlI

E{al,Гtpl{]vtep, l1:3l\4енение конq)Oрмацl1l1

ма]i}}t)}{сljlекулы. в l{асf,нOстн, ее

денат}IрацrI'l, ,чI{мическая реакщl4я tiл,]

Пp{}Ile|]c оЬразованрIя }арOдышеi{

крI{ст{lллa)в льда в {)хлажденнOп{ вOдноI\4

i, 1'
"1 1}lл_!. l ,})i l?_, ра*тR{}ijс. Среднее вреN,iя пере]{t)ла Tt _+.l

tlз лсttt.)го лl:)кального M]пHi{n{yilIa в правыr{

paBrrr} | l]

Tr-+: ''.. --пйЩоaТ, :_ c],I)[i_Q"_1,lr]|Ц.."'J1 (r)

/)\]- 
,1,,,,,,,,,,,,,,,,_., 

(-.,,,,,.,) 
{yr 

(,\' ., }

где R,- YнивеI]trа-,1ьнаЯ г]tзоваrl л{_1сiг,с!янная,, '"Г - аriссlлк),гFtrlя TefuIll*paTypa ГIараметl_)

[,} tтл,tеет сь,тыс,П коэф,фr,lцrтента дифrрYзt{}f cl4c,гelr,,{Irl ]Гlо кфOрдина"ге сос,гоянI{я к.

Среднее BpefulJl rti.lplr*tr,-,,l перехс}да Т: +l Il:* пра,во-{) .яOкаJIънOI'о }liI,iHИM}}{a в левыii

равно
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Эти выраяtенj4я является РеШеН}IеJр, второгс} уравне}i}rя Понтряr:lна, ко,горое

Il6Jцiчено 1{з самьtх обrцшх фrrзическlлх соображений И при довольно слабых

сIранlrчеНиях" ПOдробны[i RывоД этогО piaвeнcTBa 11 его обсу;rtдени9 i]рIrп4енительно к

кр}rоб}rслогр{}l излOх(еlЕы в рабOте [2]
как в!lдно, скорость любого Проtiесса актиRационtiого типа резко fiалает с

понt{жением теIчrпературы, tiTo как раЗ И обуслtrв;rивает целесообрiLзность
1{спользова!{}tя 1{изк!{;к темпераryр для дJIII,гельною хране}iI,1я биологическrlх объектов

ýез существеннога нарушениЯ I4x сгруктУры. Так" например, пр}i тех{пературе хранения
+200С титр комплемёцIа MopcKrrri с.влlнки rrадает на 50}Ь за 12 часов. а при Teb,ttlepa:rуPe

храIrения .25ОС - за полгода [2] Однако, для того. чтсlбы охладитЬ бrrоОбЪеКТ ЛО

температуры, гJри к(}торой любые проllессы практически останавлрItsаются, Flужно

преодолоть диапазOн температ}ф, где Bi замоI)ахiиваемомi объекте могуг Iтроизой,п,i

кардинаJIЬные I1змеНеlния ег0 Стр)/ктуры, в тOМ чIlсле }tзменен}lе агрегатного состоянI,1я,

Считается, что LIMeHrro с образованLlе]чI ЁристалJlOв льда гIрям0 ltлI{ косвенно связань1

оснOвные факгоры, ]]ьвываtошIлrе повре]кденIlе кJIеточны.к струrсгур TaKlrM образом.

подбор режиfuIоВ охлАжденIся, l]ри liоторьж_ не шр{)исходt{т внутррrклетоаiLIог0

льдообразOвания1 ле)кит в оýнове любоr0 споооба Kp}I0KOHct-pB}rpOBaH}lя бrrобъектов,

[Iоскольку вероятность внутр}rклет,очного кристalл-цообразования непосредственно

связа,на с велрIчиНсlii rrереохлаждения 1дрI,гоплазМы в прOцессе замора)+сlrвания, ДЛЯ

сравненця эффекгивнооти ;tинейных ре}киIuов охла;кде}{rrя по сравненню с

неЛ}IнgIIпЬlIчIрI неоохOдIIмо сt)IIо(.тавить эффеrстивное переохлаждение

в цVтр и клет,очнс) го PaiJTBOP а ПРИ РаЗ j'I ИЧfi ых реjкимах заhtс}р iliк}l в ания.

L{ельЮ работы,яflляется теоретr"rческ(}е обоснование целесообразнOсти пр}(тl{ененIlя

дjiя крllокOнсервироt]анлlя эъ,lбрионов ]!IllекопIIтаюшi}ж н{]л}iне}"{}{ых дв},хсrупеliча,гьiх
pе}KI.IMOB замораживанIfi .

IIЕ рЕоrхл.{iкдЕниЕ цитоIrлАзмы при jIи нЕЙном и
двухстуIIЕшчлтоIи Е Е}кимЕ з.4.морАх{ивАния

в соответстврlи с двухфакторноi:.{ теорией криоfiс,Е;режденl{я П.Мейзvра t3] в

j]р(}цесс9 крttстitJIJIИзацлlи клеточной су,;пензиtl I{a выжI,tваеплость клетOк оказыБают

влиян}Iе двti т!iпа яв.пенlrЙ и,.связанньIх l] ними rIовре]кдаIOtцi,Iх фаюоров, Первыir тrrп

крIlоllоврежденrrlYт обусловлен контактом к,петок со срелоЙ. которая в с}iлу ЗнЕ-чрIТ€Jt}:}{О

лтовышеFIных tlo сравнен}fю с HopMoii осмотическOгО давлен}б{ и йонноr1 с}lлы,

значителЬног0 сдвIrГ;а рН (как правилtl, r] кислую cToporry) оказывает l{Ilтотоксическое

деiлствltе оно усугу(jляется по мере уве-iliчения временр{ экспоз}tfltlи клеток в областi{
.гемператур 0т началi} в!{еклеточной кристаллIвации в клgгочной суспензItи до поJrного

:}атвердеванItя крr{оltонсеРtsИРУеIt{OГо о(iразча Очевrrднр. неблагопр!шl,нOе дейсlвI,tе

этиХ таК называемьн факторов раст,вора можнс} IItlнLlзить, увел}iчив скOрOс"гь

охJIа}кдения клетOчноЙ сусllензи1l на эl:апе кристаJтIлиза]IIrt{ и тgil{ самым уменьшив
вреп{Я контакта кле,гс}к G цитотоксрrческойt крпсталлиэуrощелiся средой. Второl"i тrtп

11овреждеНий клgгсЛ( }ta этапе кристаJr.п}lзаци}l клеточнtrrl суспsнзlrи соглаsно двух

фактоirнойтеории кI}иопiJврOжденi{я вызывается обра5оваtlисh4 крис,г;UIлOв Jlьла внYтри

кле,ток. что" как правило, явJlяется гибе.ltl,гtым д.пя клетt]к

r,л
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r,ле t" - радйуС ýр}}ст,алjlа JIЬДi1. Vt - оtjъt'л,l N1i1;lr{ ЛЬДа. Ёl tt }1;г * t,Itlлярньл{

)iI4ý4]lLl*CKltГa длlт,*нr{{1i}.]I tзодьЛ 1,1 Jlьдil с{х,\,{,RетстI3{:l]}{t}" ý - у,це,лъIIая энергIlя е,црrн,,11lь!

llоверхнt]Егr,t разле_ilа, trtе;кд} ,гвtрдоii [1, пtrlдкоt"J фlазаlл,ltr. ГIрtr дlо,, 
_J, li, энергrlя (:llýгв\ltrt

п,lOHOTOttI]l0 дtозрастаgг с Yвt]л[itigЕt}Iеп,I радиуЁil заs!0.{ыша крис,га"пj]LrLtеЁ:кOЙ iirа:зы" Tt

llt_]3Toмv образованl{е ,гЕiердо}-l фазьi яв;rяеiгся'ГеРN,I0,i1}:1Е[tt1!Iиtlесiil{ невыгOдЕlыти. ['рафик

завlIсtIмOС.l-}{ LI:I )(г) прП }Jti, >- ,ilr ilмeel' макс!IlиYъд, tioтOpыii энергиu cool,B(}1,cTaye1

сJlе.цYюrцешlу значенЛrр:l радI{усаl з&,ро,щышff, крис,Iа,пJI!rческоl,{ фазоr.
2otr.

!'.,,, =,: 
__ l _

{ln,- Fl
{l обtrrа:зtlвff.tl}i{ýiчt ttt}BepxFli}ý1,11 l*,}аr}деjrili ЭНеРr'Itя L:ItfiГёlчIЫ всt]r,да Yвtал}F{I{Ёtа,gТСЯ, 'lФ

есть .{rl,'6- >,0 При 1.;бl}аЗован,t1-1 :ýар{;лыша льда c:palllrYccili r < r:,, R Ilереt)хла)lкденноli

:} ..
(/i,,, tsl.,,) }ки,цкОГr фазе выl{грыш ts об,ьемноГл энергltit t- -тl, ) HL, коt!{tlенсIrру{эт

ilpоIrгpb]шr в энергил,l за. ctleт обlrа:зованrlя повеI}х-Ёtоfrl,t,i раздеJiа, Однаксэ, прrl r > l.-

YLte,пl.,I,te},tlre { 
* э.? ) энtрt.i1rа зi] caleT L}ijpa,]r.lBaHItя ttt)lверкнос,гl{ ра]дела фаз r-rерекРlЫВ;[еТСЯ

УМе.'{ЬL1tLlНиеъt {,.я.:' } rriiъемrлоii эttt,,рг,iсрI., TilK tI,г() с },B*,ll{Llellrieм размера криýталлд

Ilt}лная энергrШ }]acl]BL}pa уА,l*l,IыtlilЁтýfi- П{lэтl;му. еслli plf}fuIýP кр{,iсталл}tЧеско{-L)

за,родыша превыtllает, знаr{енрlе J'сг. энергетt,[чесl(l{ Rыгодi-Iь,м (]"гi1,1,I{fвtIтся

саý{опрс}лlЗвольi{ый р(}с]] кOлI{Чества крllс,таJ,tлIхчес]коii {lаз;,t, ![пя образоваt{,{я зttрL}дыша

кI)tIт,l,{IIескOгд i]ад}{усi,1 г,.,неOб}:tlj-lИýIL} преOдt]Jlе-l,ъ э}{iэргет{,1чеýк]{ii Гrарьер

Теорсгический;il{ализ эdtфективности лине,йнOго и ДвухступенчатOго режI{Мов.

Пlrrtп,tеtlяЯ }F{tlвср{iiлilhl]С'i: тiыра)кенr4е ;tJlri срецнет,{, IJреil{*нtt IIi:рехода

l,ерfulоднFlам}lt{g1:кOit срtстемы l.]i.'t tlЛНОГi) JlокалъI"l{]го х{I{нимYма Е дрYг{}["{ .покальныfI к

t]пi,Icali1,1t0 пp1]llecca .йьJlOgбрШованLtя. iiеOбхOдрIý{сl l/чес-гь. Ilт,сl в этом слYчае (с;iаГrд 21

tJ)4lillr1-1 fl,},' : {l:, -Ё.,,l )+4rгr'о
"j l",

,li
t,. ii,",) = л rr.r,.,, - (l\ - tlл.) +;{;rл;"-о = _J{lч-*i_=

\ -] / _] 
,, .L't F'll ' ' T'!l," \' 

j(l,,, _ 
л, ),

(.1)

(5)

(б)

C;TeiltlBaTej{bg0" {редн(:е время, неOбходIIлчIOе Д,.lя образованr{я K:ptlcT&Лj]lliTlCCKOt-O

3irРOДыIШа кррI]гI.itIеск()го pa:]fulepa, т{) есть до Hat{aJla lil){{стал.пI,tзац}llr пеl)еохла,кденноii

"т{ 
}l дко ст !I с$с,I,авляет

пOt]т,Oя}{ЕЗ-я БO.lrbr.r,MarTt-t, D * 1 * кiiэr}ФиЦшеглт диффУЗI1l{ П,ЮЛекуJl р,оды в
l?

крllс.г{lI[Jiизующемся pilcTвt}pe1 I} iplнablll11c)clitljt вя]зкL}сть крш(::галлш:}ук}щегося

рас,гвOра,
Как видtrо, ДJlfi ]'Фil.о, чтоСiы кристаJi.,lдзац!iя Ii ilерес}хJlа]iiденнOм p;acT,Bo[te {-iaчaj]a,cE,

за gгранпченныtr:I прa}]\{е?к}"гок вреI\{ени- расiгЕор дOдж:ен быть обя,зательнt:

пороохлi}}кдЁFi ( 1l,, ;;, l- t) 1 Как т,олыtгл IIatIjl.tljaeT'i;ri вljеttJlglýчl{ilя крисIа,пли:]ац}iя

раствOра. с TýiiцLlcтыo дсl эффеытов, ýВЯЗ&ННjэI}i s о,г,пttчнq]Гt 0,1, HyJUt кlэt,tвrrl]ноr'r

Kpp{cTaJIJloB льда, r:имli,лескrri,i пOтенциJI ]вOдьj в{_} ВнскJlетСlчt{OfuI растворе

1.1,, 
''''' 

{r,".'''" Г, Ё'} paвstJ Xf;{1t{иL.eCK(.}Il}{\r пtilенL{I,rа^rlу .пьда, l,Jt (r. r-,)

г,це k
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л,ч""'{.:""'" Т,Р\= Л, (.r,,л) . Эффек"тивн{tе переохлаждеrчr{е же внугрнклетOчнGго

раотвора ес.гь дI,ч,"'(.,,'",7',Л)-Нr(г,р) II,лI;I, g учетом пре:дыдущего равенства, равно

!-l",.'n{c,"'',1,,P)* р*,'''"'i(r-'",r,л):лr'(с,,"'--сл"""'). Из сказа}iноIо Bb]ilIe яснtl, что, если

кOнцект.рации раствОренногО вещества вFIе ,l в}I}"грI{ ýлеток в прощесс€ замора;к}rЁа}rия

остаются одинаковыми" то образованlие льда внугрiI кJIеток не l1ро}rсходит.

Эффентивное переох.fiа,жление tlитOплаз}ды ДГ(с""'--с,п"' ), которое ts соOтветстRии с

lшложеннымLl выше результатами явJIяе|igя двl{жуцей слrлой кристаJLпообралзованrtя,

одновременно являеТl]я pI ТеРМOдиваI!tиче(;кой двихrущеЙ сllrлоЙ обезвоживаниJI KJleToK в

процессе кристаллрtзацt{и. Щеl"tсгвиге.пьно. из tlepaBHoBecHotl термодинамикlJ
прерывнЫх систеМ I]tЗВеýтнO, что объеъ1ный поток из KJIеTKII fiарY}ху, в результате
которого зllаченrlr{ концентрацилi раст,воренного вещества вне к BHyTp!r кJIеток

приближаются одно fi другOм.v. описываегся уравнеlтием [4]

{7)

где 'tL- * объепл водьi" покида}с,lllе,ri клетку в елинiиli}, вреп4ени, S * ПлоШаДЬ
dr

поверхноL:ти клет,очной мембраны, L, - коэффициент флтilьтtrrации клеточной

мембраны. XapaKTePFloe время" за котOр01] ЛроисхOДит tJырав}ILIвание концgЕrтраций вне
I{ вн}три к_гIеток, т,о cicTb эффеггrrвное переохла}кден}tе ц}rтоплазмы Спелает ЛО ну.*ЛЯ, В

предшOложениl1) что суммарrrыгл объем ]tлеток в клетOчнlэйt суспензиrt пренебрежимо

# =5i.дi,'(c""' - ."'u')
i 't_l

, iер

,-,,а

t,l

}l1(i
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jIl

aПi
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_ j\ ]
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h4ал по сравЕIению объеморr криозащ}r,гной среды-есl-ь т =

|; 
L,,RTcr"*

поверхностно объемное отношение клетI;лl. .Щля того" чтобы rrзбежать цlбительНОli дЛЯ

криоконсервируемых клетOк внутрикJIет,очной кристаллнзацl{и, дOстаточно. чтобы В

прOцессе заморажив]ан}iя клаточноr1 су(lпеЕзии при каждой темперац'ре в облаСти

кристаллизации Tu+Т-" t7i - температ},рq при кtэторой начинаgтся кристаллизаЦия
т --т

бллобъекта, 7',, - температ.чра эвтекI}rки"i выполнялось условIrе: F *'_r.!i.', где ДJ---- ' T(r,)
скорость охлаjкденчlя Еь этапе
кристаллизации кJIеl-ки успеRают
BpeMeHt{ (..."'-.,,"")=0 lr,

кр истаJIл}rзац[Е{ маJIа.

Как 11звестно, эмбрriоны д,rлекопи],ающих ип,{еют atномально низкие знаLIенIIЯ

коэффициента филыграции их мембраlr и ýравн*lтельн{) н8большлое IIоверхностно-
объемное 0тношение, Дтя двух клето.rru,о 

"rбрrчо"о* 
мыtllи при тeм{Iepaтype 200С т

составляег rrколо 4 blrrHlT. 11ри :лвтектнч,ескоli темпераrytю. учlfгыtsая, ч"]го llоfi}lя{ение

температуры на каждые 100 С fiри],{ерно в лва рitза понижает t , пОJIуЧИМ

r (фl)rа* 500 Такитчt образом, для оirтлIмальнOго с точк}l зрения предоl,враiцен}lя

вн}ч,риклеточной крl{сталлизаrlии в эмб,рионах мыши зFI€}чения скорости охла,ждения

получа9м oL{eHKy Д =. 0, 120С /мин, Эта ol1eHкa вполне уд{овлетвOрI4телы{о согласуется с

экспериментаJIьнымрr данными п0 криоконсервирqванию змбрrrонОв мышрl пOд

защрtтоЁr 10Ус, диметr,lлсульфоксида [5l. Самым крупныh4 нýдOстат,ком эт,ого споýоба

крис:l.tLцJI}lзации. При этом на ;lюбом учас,гке
oбезв,эжrлвжься настолькO. что в каждый момент

с,пед()ваl,ельн0} tsероятность вrr}"триклеточrrоЁr

t_
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эфrфектиr}ности лине_йного и двухступенчатOго pextliмoB

iilljliIOKL)HcepBi{l,}ORijHllrl яtt_iirl*,l,L:rl ,+i]eзBtя.la{iH0 лл}rтсль}{ая {lрOцфjlYрii за,м{.}рilхiirlзанll.я -

L]т,гаIлван}lя trсог]енно с уче],(}ý,.l 
,г(,}г{]. что (jолее Rыс.{)каfi сохранность эпдбрrtоFl()l} п1]1i

укirзанttоil cкOt]ocTt{ {)хl];lждеtl!I:{ itt)сl,Ilг,ае]"ся при ]:{а,с,г{,)льк{} 1}ке _t,Iадлен}tоN,I Ol-Taи]JaHrIpj,

YcTF;tHl.tT,b yказанныf,т недOстаток, ,гtr еýть чрс::lвы.tа,йrно длL{:l-ельнуIlf, процедуРу
jамOра){iL{ваti}iя-о,гтаi,lва,Еия эп,t5trзиоl"iоtз т?Iьiшlи, {)казаjjо*r, возн{:i;{iнып/I) 1IР}{il,iýliяя Т'ак

ili-l:]ыBaeil]tыir способ бл,tеtроt,ч,l jilц_\iхст,уltt]н[Iа],Oго :lilь,к}рflit{IIIJапчrя эмбрl{сJн)l}. Гlрrl T,aKt-lM

сitос.обе замOраiк}lваttr.iя охла;*{Jlение tjil эlапе крI{r;гilitл;{:за,illlLi tiаL{}tнаеlт]я сс} cкclpoc,T,bк]
(,з

l -j-. которilя tiнallllгejlbнt] tIревыfi{ilеI з}lа{tфнj,lе iltlтrli\,{&jtыlоГt rto iiв,vx фаtiгоРнОii
,nrll.H

l,еOрt{и (]к{lр*сI,и охJ{at)l(liени_я_ {}дна,кlr, ilp[t HeKor{t;lulir :,l;rдагlнtrii rсмлераl"),Рtj иJ ,,lб,,taclt,I
,\ l,teL)etlll|] нLtзкItх Tei\,ltx*paTTl) il]r, *2-50Г лtl -j5ЁГi Oк-цi,tiкд,*}tl{е пь)екраlлаt-ч,ся, tl клеjтýIt

|iы]1ер}il-tlзаютсfi I,IрН:э,t,оi]i ]еNlгIерi1,1,\рt'в TeLltI{lIe 10-30 ми}lY"г" tlocJle tlflгO l.lн1{

о.\лаDttд{al}ilт,ся пyт,ем llllt,pyжeнl,rя KtlHт,eirHepa с бllсrN,lfll,epttaJtOM в;кrrдкИЙ аЗОТ',

Эффективнос,гь cllocoбi} быс,гlrого двvхс;тугIенLIатOго зат'уlораNiнван[tя JteЖaT

i:_хедуюшlие сосбiэа;к*;lrля_ t_]*г"JI;lсно,цл;ухфа;tторt,лсrl,'; T;;;;plil,t Kpit{:}пtlвpeiii;{eHI1],; iil,tстl;ое

tl\л&,.клеt{I{е к-тетпк fi t!T',T{,{{{}l[f (}T ме]UIеf{нОГФ fiРrlý{:}д[I], к зtlilчрrгелы{сll\,t}r эфt}екr,lrвноl,r1'

гlереL].хлахrденithi} B}lyT,l]lIKJ{gl,{_,1ttfiori} Рi:l(:ГýОРа" {i [)eý}*TI}l1aTё чсI,(} внY-t,рI,IкJIý],очнt}t)

llbllotrбp;1-1oBatI1,1e с-гаj{{]t}[1т,t]я ttеrrзtjежнl,tм. На рис 2а Ilока:заны расiIIттанные пQ

yl]aвHeHlrrrlvI Hepal]HoB*CllСrii Iер\{L)дl{}rаý1!{кI{ заl]1,Iснiuс}стt{ Ile}ler).]tjlajli;lemия ЦиТOПЛаЗМЫ

от, теIчIпераlYi]ы в rI[}()цессе крt{сталJ]I,IзациLi rслеточнtlii с,успенз}.1l4 II0д заЩI{гой

дi{N,Iе,тI{лсV.lтьфоксttла ,1Ля сjll,чаýв, цог,.i],а охла}:д(}нрtе прL]и]]во"цr{,rgrI с п(}ст,ояннt)l"l

t]tit]FlосгьЮ ХарактернO-Гt ffсi]6*нНоС'Гt,ю эт{lх завl,I,с{l,il,IостсL*{ яЕjlяе.lгся т\,1()нсl,1,онныit рост"

llýi]t,t]KjlilЖдt]ililЯ Brlly-l'i.li.IKЛ{)Tfiъt}l*i,t} i]aýTBt}pa с 'т|Эь/ilii]j]атуlэiзr:i {со BireMeT,leM}, пррIчеfi,i

более резншГr прлr более быстрсlп,r оxлaliчleltrпr. }{З эt,lrх LjасЧtтOв" I-Iit. первыii взl,jiяд,

следуеТ rrpoc,roii вьiвод. необ,хt]длrм{_! снtlЗлtть Cк(}|ioi,,i"b {1xjlaнtijei{}Iя l10 такогu зI{аченtlя,

fipi,I KOT{}pOni вf{ло],ь J1,o llo]Tt{Ot0 :tатfiердеванl{я Пj)€:ГidlРаТа ljtbфектttвrlоL] лере,ох,q{l;fijlеI{ие

tlltIt)rl,ita:ilvlы ос,гае] сн {te],t{дttll],ejlbны&t, (),lпtiьгr быl-,rрrrе /IвухстYгtенt{атое
замt]I)а}lt]{Ваrlие пре;l,с,l,ilвJtяёI' coбoi.i Lt tlЁкOторOii ц,;tел,lеr,},I аJIIrгернагt,rвный псдхOj1 к
предо,гвращеник]| BtlYl,pиKneTo"tiloti крI{стаJIлиЗаци}']L. ffuiя Toгo. ,rгобы поня,I,ь" лt-}{lеNtY

дl]}iхс,l-уrхенчаtгое зaмOpax{Llвarrr"re эdlttlек,r,гtвно,, рассчIOт,рим рitССчIl'гаItH!Kl Пt;

уi]аRн$н}rям tlf,IJabil{'liregн0l"t,ft}pMoлl,iailfuillкi4 зfrjJlit{].t{IviЁi,ir} 11ijii*ок]{а,ltлtЁi{я i{i,l-П)lUiiii9r}ibi

L)1, 1,еl\{пературы дjtя случ.qя, ttl.}гдit клетOt{наяl сYспtst].]}tя п()/I заrЦИТOlYt t1]o.(i

]1tIмет,,{JlсY.льфг-rксri;ltt :_tilмOра;Чflll]ае,i,сЯ try,тsМ г{trl,ýl-v;{(ен}lЯ KL}l{-t,ei,iнepa ,Lr сп lrртt_лзый

tq)}l{)с,t,аЛ ý y.l{epeн}tr": }{пзкOЙ темпЕраl]гУрOi]{ на Еlеско-пь}:(] десят,кOв А,IинУг (рис.2. 6).

?с
at

11

10

5

с
{)

зт,п

,'1

!j'

{1, iJ i, l] 7(]

i]li

i:,

t)

,|,
л'', _ а

б

]5

l0

'Е

]

]

l
1

il
ilti

l.i_

L

_.\_

0,8з

.!.,.-,., \..
', '"::

-a.,

.]1 0 t}:+

а
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Как видно, в отлllч}tе от случа.5l 0хJIа}кдеl{ия с посюянноЁl скор8стью переOхJIlt)кдение

внугриклеточногО pilcтBopa при с"IупенчатOм замOраживании в!Iача-JIе достигает

*piu"rr*rrbнo небольшого MaKcIlMyMa, а затем, как следует из уравнениr1 {7), за BpeM,I

псрядка т педает до Еуля. Таким образом, при быстром двухступенчатOм
замораживанIIи g OптимаJIьно подrrбранными пapaýteтpaмpl flереохJIа}Iiдение

ци.гопJIазмы доýтигаg|г меныrrЕх максимаJIьньж значенил_1, чем пР}r ПОСТОЯННОЙ gКОРОýТИ

0хлаждеЕ}lя, и поýлiэ эfOгO сравнительнý быстр0 уменьшается, оба эти эффекта

прllвOдят к }мOньшýЕиtо вероятно(}тtI внутриклетсrчнОй кристаллизации и)

следовательно, к повыш8нИю сOхранност]ш деконсерв}Iроваlilных кJIеток.

выводы
Г{осколькУ прt{ быстроМ дврlýтупенчатOм замораживании эмбриснов

]\4лекопитаюЩих о11'г}tмальным является быстрый отогрев, процедура заморa,rt{ивания в

целом 0казывается значительно более короткой, чем при линейном режиме
охjIаждения. Кроме того, вследствие менее прOдолжительного, чем при линеЙном

режиме охла}кдения, кФнтакта клеток с окружающип{ клетку гиl]ертоническим

раствOром клетки, заIлOроженные с испоьзованием быстроIю двухстуfiенчатою режима,
пOсле вOзвращения в нOрмальную физиолоrическую среду являютýя более

устойчивыми к постгипертоЕическому лизису.
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