
Постановка проблеми. Останнім часом у 

ветеринарній практиці розробляють різні ме-

тоди кріоконсервування еритроцитів тварин 

[4, 7]. У попередніх наших дослідженнях пока-

зана ефективність диметилсульфоксиду 

(ДМСО) для кріоконсервування еритроцитів 

коня, але після низькотемпературного збері-

гання клітини мають бути не лише цілими, але 

і функціонально повноцінні [1, 3, 6, 11]. Різні 

чинники низькотемпературної дії можуть змі-

нювати швидкість біохімічних реакцій в кліти-

нах, що може впливати на їх функції, а також 

вплив ДМСО на системи мембранного транс-

порту можуть мати вирішальне значення для 

виживання клітин в стресових умовах.  

Мета досліджень. Вивчити зміни активнос-

ті Са2+ - АТФази еритроцитів коня під впли-

вом різних концентрацій ДМСО та чинників 

кріоконсервування. 

Матеріали і методи дослідження. Матеріа-

лом дослідження були еритроцити коня. Усі 

тварини були здоровими, статевозрілими сам-

цями. Маніпуляції з тваринами проводили згі-

дно з Міжнародними принципами Європейсь-

кої конвенції про захист хребетних тварин. 

Після видалення плазми і лейкоцитарного 

шару еритроцити тричі промивали ізотонічно 

сольовим розчином (150 мМ  NaCl, 5 мМ фос-

фатний буфер, рН 7,4). 

Для визначення  активності Са2+ – АТФази 

[5] еритроцити вносили в середовище А 

(0,04% сапоніну, 1 мM ATФ, 1 мM EGTA, 

0,025 мM MgCl2, 10 мM HEPES, 135 мM KCl, 

1,1 мM CaCl2, 10 мМ Трис, рН 7,4). Активність 
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Са2+-АТФази оцінювали по різниці накопичен-

ня неорганічного фосфату в пробах. Залежно 

від конкретних експериментальних завдань, у 

склад середовища додавали різні концентрації 

ДМСО (5 – 15 %). Реакцю ферментативного 

гідролізу АТФ відстежували, інкубуючи кліти-

ни при 37°С впродовж 20 хв. Після чого реак-

цію зупиняли, додаючи холодний розчин ТХУ 

до кінцевої концентрації 5%. Рівень неорганіч-

ного фосфору в пробах визначали по методу 

[9]. Питому активність Са2+-АТФази еритроци-

тів розраховували на 10-9 клітин. Підрахунок 

клітин в пробах проводили в камері Горяєва. 

Для оцінки впливу чинників кріоконсерву-

вання на Са2+-АТФазну активність були прове-

дені експерименти по заморожуванню клітин в 

рідкому азоті. Для кріоконсервування еритро-

цитів коня був використаний кріоконсервант, 

який містив 20% диметилсульфоксид (ДМСО); 

150 мМ NaCl; 5мМ фосфатний буфер, рН 7,4   

Розчин змішували з еритромасою в співвідно-

шенні 1:1. Заморожування здійснювали шля-

хом занурення металевих контейнерів об'ємом 

10 мл в рідкий азот (-196°С). Деконсервовані 

клітини були розділені на дві частини. Клітини 

першої частини осаджували центрифугуван-

ням при 350 g та| переносили в середовище А 

для проведення ферментативної реакції. Пара-

лельно оцінювали рівень гемолізу і підрахунок 

клітин. В іншій частині клітин видаляли кріо-

протектор [10]. Після завершення відмиваль-

них процедур клітини переносили в середови-

ще А і визначали активність Са2+-АТФази, як 

зазначено вище. Паралельно оцінювали кіль-
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кість клітин в пробі і рівень гемолізу. 

Результати досліджень та їх обговорення.  
Оцінка збереження еритроцитів коня після 

кріоконсервування (рис. 1) показала, що 

ДМСО є досить ефективним кріопротектором. 

Частка гемолізу відразу після розморожування 

клітин склала 8,86 %, після видалення кріо-

протектору збільшилася до 26,9 %.  

Для оцінки стабільності кріоконсервованих 

клітин моделювали умови трансфузії. У вибра-

ній нами моделі було показано, що гемоліз в 

суспензії кріоконсервованих клітин впродовж 

24 годин не досягав відмінностей порівняно з 

контролем.  

Фізіологічна роль еритроцитів пов'язана із 

здійсненням газообміну між тканинами і зов-

нішнім середовищем. Ефективна доставка кис-

ню і видалення вуглекислого газу можлива в 

умовах збереження не лише властивостей мем-

брани, але й нормального метаболічного поте-

нціалу клітини. Зміна каталітичних властивос-

тей Са2+-АТФази на різних стадіях кріоконсер-

вування може вплинути на збереження і жит-

тєздатність еритроцитів.  

У процесі інкубації еритроцитів з ДМСО 

відбувається насичення клітин кріопротекто-

ром. У цитоплазмі збільшується концентрація 

цієї речовини, що може вплинути на роботу 

Науково-технічний бюлетень  
НДЦ біобезпеки та  екологічного контролю ресурсів АПК 

Т.4.№3,2016 46 

Рис. 1. Рівень гемолізу еритроцитів коня після кріоконсервування 
і моделювання трансфузії.  

Рис. 2. Вплив ДМСО на активність Са2+-АТФази еритроцитів коня  



ферментів. Динаміку насичення клітин ДМСО 

та зміну активності Са2+-АТФази в ході цього 

процесу досліджували в середовищах з різни-

ми концентраціями кріопротектору.  

Активність Са2+-АТФази в еритроцитах ко-

ня при додаванні 7,5 % та 10 % ДМСО досто-

вірно не відрізняється від контрольних зна-

чень (рис. 2). В умовах, коли концентрація 

ДМСО досягає 15 %, відзначається достовірне 

зниження активності ферменту нижче контро-

льних величин. Отримані дані відрізняються 

від результатів, представлених у роботах [2], 

де оцінка дії кріопротектору проводилася на 

ізольованій Са2+-АТФазі. Дія кріопротектору 

на клітинну систему в цій роботі представлена 

у вигляді сапонін-перфорованих клітин. Мож-

ливо, це є складнішою моделлю. Можна при-

пустити, що інгібуюча дія ДМСО на клітину 

пов'язана з модифікацією ліпідного бішару або 

ендогенних регуляторів. Такий вплив може 

полягати в основі псевдотоксичного ефекту. 

Відомо [8], що в концентрації вище 1 М 

ДМСО має токсичні властивості, зникаючі піс-

ля видалення кріопротектору з клітини.  

На рис. 3 представлена оцінка ферментатив-

ної активності в еритроцитах після кріоконсер-

вування під захистом ДМСО (10%). Видно, що 

активність Са2+ - АТФази в еритроцитах коня, 

що збереглися, не має достовірних відміннос-

тей від контролю. Але середнє значення вигля-

дає дещо нижче, ніж в нативних клітинах.  

Модифікація активності Са2+- АТФази під 

впливом ДМСО і низьких температур свідчить 

про участь іонів Са2+ та систем, що регулюють 

їх рівень. 

Висновки та перспективи подальших 
розробок. 

1. Кріоконсервування еритроцитів коня під 

захистом ДМСО супроводжується змінами ак-

тивності Са2+ - АТФази. 

2. Зміни активності Са2+ - АТФази виражені 

при використанні досить високих концентра-

цій диметилсульфоксиду. 

3. Порушення активності ферменту носить 

зворотній характер і зникає при видаленні 

кріопротектору з клітин.  

Таким чином, подальше дослідження актив-

ності Са2+- АТФази в клітинах, що прибувають 

під впливом ДМСО і низьких температур до-

поможе розробляти способи стабілізації і ада-

птації клітин до стресових дій.  
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Рис. 3. Вплив заморожування-відігрівання та відмивання на стан 
 Са2+ - АТФази еритроцитів коня: 

1 – контрольні клітини; 

2 – клітини після заморожування-відігріву та видалення кріопротектору.  
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ИЗУЧЕНИЕ АКТИВНОСТИ Са2+-АТФазы В ЭРИТРОЦИТАХ 
ПОСЛЕ ДЕЙСТВИЯ КРИОПРОТЕКТОРА 

Денисова О. Н., Водопьянова Л. А.  

Харьковская государственная зооветеринарная академия, г. Харьков 

Исследовали активность Са2+-АТФазы эритроцитов лошади в сапонин-перфорированных клетках в 

процессе криоконсервирования с различными концентрациями ДМСО. Показано, что высокие концентра-

ции ДМСО (15%) тормозят активность АТФазы, а небольшие концентрации криопротектора (5-10 %)  

не влияют на работу фермента. При замораживании-отогреве и удалении криопротектора активность 

Са2+-АТФазы  эритроцитов лошади достоверно не изменяется по сравнении с контрольными клетками. 

Ключевые слова: эритроциты лошади, криоконсервирование, диметилсульфоксид (ДМСО), Са2+-

АТФаза. 

RESEARCH OF ACTIVITY Ca2 + -ATPase IN ERYTHROCYTES AFTER 
EFFECT OF CRYOPROTECTANT 

O. Denysova, L. Vodopyanova 

Kharkiv state zooveterinary academy, Kharkiv 

In veterinary practice developed various methods of cryopreservation of animals` red blood cells. In our previ-

ous studies have shown the effectiveness of dimethylsulfoxide (DMSO) for cryopreservation of horses erythrocyte, 

but after low temperature storage cells should not only intact, but functionally complete. Various factors of low 

action can change the speed of biochemical reactions in cells, which may influence on their function and influ-

ence of DMSO on membrane transport systems can be crucial for cell survival under stressful conditions. 

To study changes in the activity of Ca2+-ATPase horse red blood cells under the influence of different concen-

trations of DMSO cryopreservation and factors. 



Науково-технічний бюлетень  
НДЦ біобезпеки та  екологічного контролю ресурсів АПК 

Т.4.№3,2016 49 

The activity of Са2+-АТPase in saponin-perforated red blood cells of horse in the process of cryopreservation 

with the different concentrations of DMSO has been studied. It has been shown that the high concentrations of 

DMSO (15%) inhibited the activity of ATPase, but low concentrations of cryoprotectants (5-10 %) did not influ-

ence the work of the enzyme. The activity of Са2+-АТPase of horses erythrocytes in the process of cryopreserva-

tion and cryoprotectant elimination do not trustworthy change as compared with control one. 

Modification of the activity of Ca2+-ATPase in the influence of DMSO and low temperatures indicates the par-

ticipation of Ca2+ and systems that direct their level. 

Conclusions and prospects for further development. Cryopreservation of horses erythrocytes with DMSO ac-

companied by changes in the activity of Ca2 + - ATPase. Changes in the activity of Ca2+ - ATPase expressed using 

relatively high concentrations of dimethylsulfoxide. Violation of enzyme activity is reversible and disappears 

when you remove cryoprotectant from cells. 

Thus, further research activities Ca2 + -ATPase in cells that come under the influence of DMSO and low 

temperatures will help develop ways to stabilize and adaptation of cells to stress action. 

Key words: red blood cells of horse, cryopreservation, DMSO, Са2+-АТPase. 


