Калориметрические и структурные характеристики криопротекторных сред
Иванова А.А.,1Ефанов А.Н..2 Галченкова М.А.2, Миронова А.Г.3, Симоненко Е.Ю.1
Студент, 2 курс магистратуры 
1Московский государственный университет имени М.В.Ломоносова, 
экономический факультет, Москва, Россия
2CFEL, DESY, Гамбург, Германия
3 «Альтравита», Москва, Россия
E–mail: Annetkurella@yandex.ru 
Основной причиной повреждения клеток при их криоконсервации является формирование кристаллов льда. Формирование кристаллов льда внутри клеток необратимо приводит к повреждению клеточной мембраны и внутриклеточных структур. Кристаллообразование вне клеток приводит к уменьшению количества воды, которая может взаимодействовать с электролитами в растворе, что вызывает повышение осмотического давления. Для уменьшения негативных последствий процесса заморозки используются специальные соединения, влияющие на температуру фазового перехода 1-го рода, а также на кристаллообразование в водных растворах – криопротекторные среды. Данные среды чаще всего включают: буфер, соли в физиологических концентрациях, проникающие в клетку компоненты (глицерин (10-15%) или ДМСО (5-15%)); непроникающие блокаторы льда (дисахариды: сахароза, трегалоза, альбумин; компоненты мембран (холестерин, лецитин)). Поскольку растворы, содержание более 45% глицерина, образуют стеклообразное состояние без образования кристаллов при низких температурах, их физико-химические свойства хорошо изучены [1,2]. Однако такие высокие концентрации глицерина токсичны для клеток. Характеристики растворов с низкой концентрацией глицерина (10-20%), использующихся в качества основного компонента криопротекторных сред, до сих пор мало изучены. 
Целью данной работы является изучение калориметрических и структурных характеристик криопротекторных сред, основанных на водно-глицериновых растворах низкой концентрации, а также исследование процесса кристаллообразования в данных средах. 

Ранее нашей группой был адаптирован метод адиабатической калориметрии (калориметр PPMS) для изучения жидких сред. Нами были исследованы зависимости теплоёмкости от температуры для криопротекторных сред, основанных на водно-глицериновом растворе с содержанием глицерина 12% по объему, отличающихся добавлением непроникающих компонентов: альбумина (4 мг/мл), сахарозы (0,5М) [3]. Было показано, что добавление сахарозы уменьшает промежуток между температурой плавления и температурой стеклования, соответствующий гетерогенной фазе нуклеации, что должно способствовать лучшей выживаемости клеток после криоконсервации.  
Методом рентгеноструктурного анализа был изучен процесс кристаллообразования в данных средах. Эксперименты для изучения процесса формирования кристаллов проводились на синхротроне P11 PETRA III (DESY, Гамбург, Германия). Полученные дифракционные картины позволяют сравнить процесс формирования кристаллов в разных криопротекторных средах. В ходе выполнения данного исследования были полностью воспроизведены все условия и протоколы, соответствующие таким при криоконсервации клеток в условиях клиники (медленная заморозка). 
Данные, полученные ранее методом адиабатической калориметрии, позволили изучить структурные изменения криопротекторов в процессе заморозки, выявить три характерные области, соответствующие разным агрегатным состояниям среды.  Однако данный метод не позволял получить информацию о кристаллообразовании в данных растворах (размерах, количестве).
С помощью метода рентгеноструктурного анализа было проведено сравнение дифракционных картин для водно-глицериновых растворов разных концентраций: 50% глицерина по объему и 12% глицерина по объему, а также при добавлении сахарозы 0,5М. 
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Рис.1. Дифракционные картины для водно-глицеринового раствора (50% глицерина) (а), иссследуемого раствора (12% глицерина) (б), исследуемый раствор (12%) с добавлением сахарозы (0,5 М) (в)
Видно, что дифракционная картина для 50% раствора демонстрирует характерное стеклоподобное состояние, присущее всем водных растворам глицерина с концентрацией выше 45% по объему. Для раствора с 12% глицерина можно наблюдать множество брэгговских пиков небольшой интенсивности – данная картина характерна для ситуации, когда при замерзании раствора в толще формируется множество небольших кристаллов льда. Появление кристаллов в исследуемой среде связано с низкой концентрацией глицерина в криопротекторной среде и с наличием свободной воды, которая формирует кристаллы.  При добавлении сахарозы в образцах малых объемов наблюдается большое количество мелких кристаллов. Эти данные коррелируют с данными калориметрии: основной вклад в качестве криопротектора в среду вносит глицерин, однако дисахариды способствуют уменьшению размеров кристаллов.
Исследования кристаллообразования в среде большего объема (2 мл) показало, что статистически значимого различия между присутствием в среде альбумина и его отсутствием нет. Также было выявлено, что методы заморозки (скорость, температурные уровни) оказывают большее влияние на количество и размеры кристаллов, чем добавление сахарозы и альбумина. Что требует дальнейших детальных исследований. 
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