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(57) Изобретение относится к медицине и биологии, а именно к средствам для криоконсервации органов при трансплантации. Задачей изобретения является повышение эффективности криоконсервирующих свойств и использование более доступных природных компонентов. Поставленная задача решается тем, что предложенный природный криопротектор, содержащий глицерин, где в качестве природных соединений используют флановидные и фенольные соединения, и воск в следующем соотношении компонентов, мас.%:
	флановидные и фенольные соединения
	0,25

	воск
	0,25

	глицерин
	остальное


В качестве природного источника криопротектора выбран продукт жизнедеятельности пчел - прополис, содержащий флавоноиды и фенольные соединения и воск 2 табл., 3 ил.
Изобретение относится к медицине и биологии, а именно к средствам для криоконсервации органов при трансплантации.
Низкотемпературное криоконсервирование и многолетнее хранение различных биологических объектов основаны на применении специальных сред, предупреждающих повреждение клеток при замораживании и отогреве. Основной составной частью таких сред являются криопротекторы, которые определяют уровень их специфических свойств, оказывают криозащитный эффект на структуры биологической системы.
С целью устранения возможного побочного действия криопротекторов на биологические объекты и повышения их защитных эффектов в состав растворов, в которых замораживают различные клетки и ткани, включают дополнительные ингредиенты.
При выборе защитного вещества необходимо учитывать, что совершенный криопротектор должен обладать следующими свойствами: растворяться в воде, растворах электролитов и обладать высокой гидратационной способностью, его растворы должны иметь низкую эвтектическую температуру, чтобы сократить температурный интервал воздействия твердой фазы на клетку в процессе замораживания и отогрева; вязкость растворов при низких температурах должна быть высокой, чтобы при замораживании в каналах, где концентрируются клетки, раствор переходил в аморфное состояние.
Прототипом предлагаемого изобретения является криопротектор, состоящий из природных соединений, включающих глицерин (патент RU № 2178463, кл. C12N 5/00, 2002.
В качестве источника природного криопротектора были выбраны диапазирующие гусеницы боярышницы (Aporia crataegi L), зимующие открыто в листовых гнездах, подвешенных на кустарниках на территории Якутии, где температура воздуха в наиболее холодный зимний период (декабрь-январь месяцы) достигает (-50)-(-55)°C. Из диапазирующих гусениц боярышницы методом спиртовой экстракции получена многокомпонентная смесь.
В основе предлагаемого криопротектора лежат три основных компонента: α-каротин соединения пептидной природы и глицерин, т.е. вещество хорошо известное в качестве криоконсерванта и выделенные в химически чистом виде.
Учитывая, что данный криопротектор является многокомпонентным, а также, что в его составе содержатся соединения пептидной природы, полученные из живых существ (гусениц боярышницы - Aporia crataegi L) при их использовании возникает опасность развития аллергических реакций вплоть до анафилактического шока.
При этом природный криопротектор из гусеницы боярышницы (Aporia crataegi L) является экзотическим, труднодоступным источником для исследователей других регионов, учитывая, что данные гусеницы обитают лишь на территории Якутии.
Задачей изобретения является повышение эффективности криоконсервирующих свойств и использование более доступных компонентов.
Поставленная задача решается тем, что предложенный природный криопротектор, содержащий глицерин, где в качестве природных соединений используют флановидные и фенольные соединения, и воск в следующем соотношении компонентов, мас. %:
	флановидные и фенольные соединения 
	0.25

	воск
	0.25

	глицерин
	остальное.


В качестве природного источника криопротектора выбран продукт жизнедеятельности пчел - прополис, содержащий флавоноиды и фенольные соединения и воск.
Проведено исследование прополиса на такие показатели, как структура, консистенция, окисляемость (С), массовая доля воска, массовая доля механических примесей (%), массовые доли флавоноидных и других фенольных соединений (%), йодное число (%), количество окисляемых веществ в см3 раствора окисления на 1 мг препарата. В процессе исследования оказалось, что массовая доля флавоноидных и других фенольных соединений составили в первоначальной навеске препарата прополиса около 22% (табл 1). Препарат для криоконсервирования готовят следующим образом.
50 г прополиса растворяют в 200 мл этилового спирта. После чего раствор пропускают через бумажный фильтр. В полученном растворе вновь растворяют 50 г прополиса (и так трижды). Конечный продукт выпаривают. Сухой остаток растворяют в апирогенной дистиллированной воде. В итоге конечная концентрация флавоноидных и других фенольных соединений возрастает до 35.6%, при этом произошло уменьшение доли воска и количества окисляемых веществ без заметного изменения йодного числа.
Сущность изобретения заключается в том, что из прополиса получен, после химической обработки, препарат, который в сочетании с глицерином обладает выраженным криопротекторным действием, намного превосходящем, если бы только использовался один глицерин.
Для определения криопротекторной эффективности полбенного природного криоконсерванта были проведены эксперименты по криоконсервации почки у собак. У собаки удаляют почку и промывают ее охлажденным до 4°C раствором NaCl 0.9% - 400 мл + гепарин 5000 БД + папаверина гидрохлорид 2% - 4 мл + глицерин (15%) - 20 мл и подключают к перфузионной установке. Перфузию проводят под постоянным давлением 50-55 мм. рт.ст. создаваемым столбом перфузата высотой 70 см при непрерывной рециркуляции перфузата для тщательного перемешивания добавляемого в перфузатприродное соединение.
При низкотемпературном замораживании почку замораживают в два этапа. Первый этап - охлаждение до -20°C со скоростью 1°C в 1 мин. Второй этап - до -196°C путем быстрого погружения в жидкий азот. Криоконсервированную почку выдерживают в камере с жидким азотом в течение 4 суток.
Размораживание проводят в водяной бане при температуре 37-40°C в течение 30 мин до полного исчезновения льда. Размороженную почку промывают раствором NaCl 0.9% - 400 мл + раствор гепарина 5000 ЕД + глицерин (15%) - 10 мл. Для деглицеринизации размороженной почки используют раствор NaCl 0.9% - 400 мл + папаверин (2%) -2 мл + фуросемид 4 мл.
В эксперименте десяти собакам (1-я группа) криопротекцию проводили 15% глицерином, десяти собакам (2-я группа) осуществляли криопротекцию глицерином в сочетании с новым природным криопротектором.
Получены следующие данные: в первой группе отмечается сохранность структуры почечной ткани, клубочки же неравномерного кровенаполнения; во второй группе: клубочки большей частью сохранены, в прямых канальцах, петлях Генле и в собирательных трубочках эпителий сохранён.
Микроскопическое исследование срезов почек, подвергнутых замораживанию-размораживанию под защитой изучаемого раствора криопротектора, показало, что новый криопротектор препятствует развитию в ткани почки необратимых изменений.
Проведено исследование ферментсубстратных систем, которые позволяют судить о различных сторонах функционального состояния клетки в исходном состоянии и при действии замораживания, установить зависимость активности того или иного фермента от сохранности структуры и функции органоида, с которыми данный фермент связан.
Использование нового криоконсерванта из смеси флавоноидов и фенольных соединений не привело к увеличению активности лизосомального фермента кислой фосфатазы (рис. 1). Было установлено, что через 1 минуту после криоконсервации активность кислой фосфатазы (КФ) возрастает на 23% и даже через 60 мин после реперфузии активность КФ возрастает лишь на 60%.
Если сравнивать с литературными данными, то этот показатель сопоставим со многими криопротекторами.
В то же время использование в качестве криоконсерванта глицерина приводит к значительной активности КФ, которая возрастает на 1 мин уже на 94%, а за 60 мин после реперфузии - на 175%, что больше чем при использовании глицерина в 2 раза.
Более высокая активность ферментов КФ при использовании глицерина не свидетельствует об их полном и необратимом разрушении, вместе с тем это влечет за собой дискоординацию всей сложной системы энзимов, при этом происходит нарушение синхронности отдельных звеньев ферментативных процессов.
Из всех ранее изученных ферментов наиболее устойчива к низким температурам щелочная фосфатаза (ЩФ), активность которой при понижении температуры изменяется незначительно по сравнению с лактатгидрогеназой (ЛДГ) и КФ (рис. 2).
Через 1 минуту после криоконсервации глицерином ее активность уменьшается до 67.3%б а через 60 минут после реперфузии почти возвращается к исходной величине (P>0.05).
Использование препарата из смеси флавоноидов и смеси фенольных соединений позволило более значительно снизить активность лизосомального фермента - ЩФ и тем самым сохранить ткани (клетки) от разрушения.
Так через 1 минуту после консервации активность ЩФ уменьшилась до 52.6, а через 60 минут после реперфуии - до 47 3%
Таким образом, изучение активности лизосомных гидролаз в клетках на этапах низкотемпературного консервирования дало возможность установить оптимальные условия криоконсервирования, позволяющие сохранить активность этих ферментов на уровне контрольных значений. Это, в свою очередь, косвенным образом свидетельствует о сохранности лизосомальных структур, являющихся криолабильными органоидами, т.е. снижает вероятность развития аутолитических процессов в клетке. Повышение активности мембранно-связанной ферментной системы коррелирует с деструктивными изменениями мембран под влиянием альтерирующих агентов, что также может служить тестом на структурно-функциональную полноценность клеток до и после процесса криоконсервировании.
В процессе низкотемпературного воздействия в мембранах клеток и внутриклеточных органелл индуцируются биохимические реакции, углубляющие их повреждение. К их числу относятся: перекисное окисление липидов (ПОЛ), активация внутримембранных фосфолипаз и лизосомальных гидролаз, элиминация основных фосфолипидов из состава мембран, модификация поверхностных белков и некоторые другие.
Образование перекисей липидов изменяет проницаемость мембраны вследствие окисления ненасыщенных, гидрофобных хвостов фосфолипидов. Образующиеся при этом гидроперекисные группы обуславливают появление дыр в гидрофобном барьере мембраны Таким образом, перекисное окисление липидов может служить регулятором проницаемости биологической мембраны.
Использование в качестве криоконсерванта глицерина приводит к значительному росту количества диеновых коньюгатов, которые взаимодействуют с кислородом и образуют перекисные радикалы, способные повреждать мембраны клеток (через взаимодействие с фосфолипидами и образованием гидроперекисных липидов и новых фосфолипидных радикалов).
Стадия процесса свободнорадикального окисления, дающая активированные формы кислорода, контролируется разными формами фермента СОД, который дезактивирует кислородные радикалы. Образующиеся жирнокислотные радикалы, а также радикалы кислорода, могут инактивироваться антиоксидантами. Гидроперекиси липидов, образовавшиеся в результате реакций перекисного окисления, восстанавливаются до соответствующих гидроперекисей с помощью фермента неселеновой глутатионредуктазы. Если гидроперекись липида по каким-либо причинам не успевает прореагировать с ферментом, возможно развитие последовательной серии неэнзиматических реакций с образованием вторичных молекулярных продуктов ПОЛ.
Например, супероксиддисмутаза вызывает диспропорционирование двух супероксидрадикалов на кислород и менее опасный Н2O. Последний снова диспропорцинируется на O2 и Н2O гемосодержащей каталазой.
Использование флавоноидов и смеси фенольных соединений приводит к более низкому образованию перекисных радикалов и более активной работе антиоксидантной системы.
Установлена определенная зависимость между ингибирующим влиянием криопротекторов и последующим действием низкотемпературного фактора на активность изученных энзимов гликолиза, в частности ЛДГ (рис. 3).
Активность лактатдетрогеназы при реперфузии почечного трансплантанта после криоконсервации его глицерином увеличивается весьма значительно (см. рис. 3).
Так, на 1-й минуте после криоконсервации глицерином она возрастает в 4.86 раз, а через 60 мин - в 5.94 раза.
Химическое соединение из смеси флавоноидов и фенольных соединений уменьшало активность ЛДГ: через 1 минуту после криоконсервации ЛДГ уменьшалось до 19.8%. а через 60 минут после реперфузии - до 17.2%. Эти данные свидетельствуют о снижении обменных процессов в тканях почки.
Представленные результаты показывают, что использование препаратов из смеси флавоноидов и фенольных соединений оказывает ферментносохраняющий эффект, способствующий замедлению процессов перекисного окисления липидов и усилению антиоксидантного эффекта.
Преимущество предлагаемого криопротектора по сравнению с прототипом заключается в следующем:
- является более эффективным криопротектором, обладающим многосторонним морфо- и биохимосохраняющим действием на биологические объекты;

- доступность первичного сырья и простота химической обработки в процессе получения препарата;

- безвредность препарата и отсутствие аллергизирующих свойств.
Формула изобретения
Природный криопротектор, содержащий глицерин и природные соединения, отличающийся тем, что в качестве природных соединений используют флавоноидные и фенольные соединения и воск в следующем соотношении компонентов, мас. %:
	флавоноидные и фенольные соединения
	0.25

	воск
	0.25

	глицерин
	остальное.


Таблица 1
Содержание флавоноидов и других веществ в исследуемом препарате после
химической обработки
	Наименование показателя
	Исходные данные
	После химической обработки

	Структура
	Плотная, в изломе неоднородная
	Жидкость

	Консистенция
	Вязкая - при 20-40°, твердая - ниже 20°C
	Легкоподвижная

	Окисляемость, %, не более
	21.0
	200

	Масса доля воска, %, не более
	23.0
	103

	Масса доля механических примесей, %, не более
	18%
	0 (не определяется)

	Массовая доля флавоноидных и других фенольных соединений, %, не менее
	22%
	356

	Йодное число, %, не менее
	35
	38

	Количество окисляемых веществ в 1 см раствора окислителя на 1 мг основного вещества, не менее
	0.5
	0.4


Таблица 2
Динамика изменения продуктов ПОЛ и активности АОЗ у

животных с пересаженной почкой
	Группы животных
	ДК
	СОД
	Каталаза

	Интактная группа
	0.55 ± 0.05
	335.0 ± 20.3
	22.5 ± 0.02

	I группа (глицерин)
	0.68 ± 0.06*
	136.6 ± 19.9*
	13.3 ±1.0*

	II группа (флавоноиды и фенольные соединения)
	0.61 ± 0.005*
	161.6 ± 18.6*
	12.1 ± 1.0*


*- P < 0.05
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*- P < 0.05
Фиг. 1. Активность КФ при криопротекции почки глицерином в сравнении с препаратом из флавоноидов и смеси фенольных соединений
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* - P < 0.05
Фиг 2. Активность ЩФ при криопротекции почки глицерином в сравнении с препаратом из флавоноидов и смеси фенольных соединений
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Фиг. 3. Активность ЛДГ при криопротекции почки глицерином в 
сравнении с препаратом из флавоноидов и смеси фенольных соединений
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