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ведущей организации о научно-практической значимости диссертации

Серryшкиной Марты Игоревны (ФИЗИОЛОГИЧЕСКАЯ

устоЙчивость лЕйкоцитов и тромБоцитов к холодовому

СТРЕССУ В ПРИСУТСТВИИ ПОЛИСАХАРИДОВ>, представленной к

защите на соискание уленой степени кандидата биологических наук по

специаJIьности 1.5.5. - Физиология человека и животных

Акryальность темы исследования. Степень низкотемпературных

повреждений клеток предопределяется целым рядом условий, среди которых

первостепенное значение имеет наличие в замораживаемой биологической

среде веществ, способньж не только предупреждать рЕIзвитие

криоповреждений, но и обеспечивать восстановление функций клеток после

отогрева - криопротекторов. Однако, используемые в настоящее время в

качестве криопротекторов вещества представляют собой цитотоксичные при

физиологических температурах органические растворители (глицерин,

диметилсульфоксид и др.) и, следовательно, биологические объекты в ряде

случаев нуждаются в уда,IIении протекторов из среды, что снижает

жизнеспособность клеток. Кроме того, традиционные криопротекторы не

способны в полноЙ мере предотвратить процессы рекристаллизации льда и

развитие окислительного стресса. Значительное разветвление углеводных

цепей и содержание большого количества гидроксильных групп позволяет

предположить наJIичие криозащитного эффекта у полисахаридов, .Щанные

вещества нетоксичны и обладают высокой биосовместимостью, не вызывают

разрушения клеточных мембран, способны ингибировать эндо- и экзогенные



патооксидантные процессы. Полисахариды обладают широким спектром

биологического действия, однако вопрос о криозащитных свойствах

полисахаридов остается мало изученным.

На осцовании выше изложенного очевидна акryЕUIьность

диссертационного исследования Серryшкиной Марты Игоревны, цель

которого закJIючаJIась в из}п{ении физиологической устойчивости лейкоцитов

и тромбоцитов к холодовому стрессу в присутствии полисахаридов. Щель

работы достиг€rлась путем решения следующих задач:

1. Определить влияние полисахаридов на температуру кристаллизации

воды в растворах кJIассических криопротекторов, биологической среде и при

их смешивании.

2. Оценить параметры структурно-функциональной сохранности

мембран лейкоцитов и тромбоцитов, подвергнутых низкотемпературному

воздействию (-20'С; -80'С) под защитой криопротектора и полисахарида,

определить его эффективную концентрацию в биологической среде.

3. Выявить возможные сроки нахождения лейкоцитов и тромбоцитов

крови человека в состоянии обратимого холодового анабиоза при -20ОС и

-80ОС под защитой криопротектора и полисахарида.

4. Предложить научную гипотезу о совместном криозащитном действии

криопротектора и полисахарида.

Научная новизна работы. В диссертационной работе впервые

пока:}аЕо, что полисахариды, в используемой концентрации 0.1 - 1.0% не

оказывают влияния на температуру замерзания дистиллированной воды, но

смещают значение данного параметра в область более отрицательных

температур в растворе протектора глицерина, но не диметилсульфоксида,

диметилацетамида, 1.2-пропандиола, а также в область более положительных

температур в клеточной среде с глицерином. Установлено, что

физиологическая устойчивость лейкоцитов и тромбоцитов к факторам

холодового (-20'С и -80ОС) стресса повышается при комбинировании в составе

криозащитной среды криопротектора глицерина с полисахаридом. Впервые

показано, что глицерин совместно с пектином танацетаном из пижмы

обыкновенной Тапасеtum vulgare L. или с пектином из Еtлоэ древовидного l/oe

аrЬоrеsсепs Mill., или с яблочным пектином AU-701, или с полисахаридами
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ксилотрофЕого базидиального гриба Hericium еriпасеus (Bull.: Fr.) Реrs.

обеспечивают морфофункциональную сохранность мембран лейкоцитов крови

человека в условиях субумеренно-низкой температуры (-20"С) в течение 7

суток экспозиции. Впервые выявлено, что морфофункционЕrльную

сохранность мембран лейкоцитов крови человека в течение 21 суток

экспозиции в условиях низкой температуры (-80"С) обусловливает

комбинирование глицерина с яблочным пектином AU-70l. Впервые

установлено, что сохранность мембран и функции тромбоцитов крови

человека в условиях низкой температуры (-80'С) в течение 30 суток

экспозиции обеспечивает глицерин совместно с пектином танацетаном или с

яблочным пектином AU-701. Предложена гипотеза о совместном

криозащитном действии глицерина и полисахарида. Физиологическая

устоЙчивость леЙкоцитов и тромбоцитов к холодовому стрессу может быть

обусловлена способностью полисахарида к комплексообразованию с

молекулами воды и глицерина, что при охлаждении биологической среды

обеспечивает эффективную дегидратацию, упорядоченное
кристаллообразование и предупреждает критические изменения в мембранах

клеток.

Теоретическая и практическая значимость. Результаты исследования

способствуют формированию холодовых теорий повреждений и защиты

кJIеток, указываrI на тот факт, что полисахариды обладают способностью

усиливать криозащитное действие глицерина, что позволит уменьшить его

концентрацию в биологической среде и исключить из протоколов

криоконсервирования процедуру удЕIления протектора из кJIеточных суспензий

перед их применением. Полученные данные рекомендуется использовать при

разработке новых способов криоконсервирования биологических объектов в

условиях электрических морозильников (-20ОС и -80'С) под защитой

криозащитных растворов на основе глицерина и полисахарида. Данная

технологиrI рекомендуется для учреждений заготовки и длительного хранения

биологического материала в качестве ЕIльтернативы к хранению объектов при

-196'С. О практической значимости результатов работы свидетельствует их

использование в учебном процессе при реализации дисциплин направления

подготовки 0б.03.01 Биология и 44.03.05 Педагогическое образование (с двумя
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профилями подготовки - биология, химия) в ФГБОУ ВО <Вятский

государственный университет> (акт внедрения от 01.03.2023 г.), а также в

научно-исследовательской работе лаборатории клеточных технологий ФГБУН
Кировского НИИ гематологии и переливания крови ФМБА России для

разработки новых методов криоконсервирования кJIеточных суспензиЙ,

востребованных в современной трансфузионной медицине (акт внедрения от

17.03.2023 г.),

Структура и основное содержание работы. Работа построена по

liрадиционному плану и состоит из введения, четырех глав (обзор литературы,

материмы и методы исследования, результаты исследования, обсуждение

результатов), выводов, практических рекомендаций и списка цитируемой

литературы. Работа изложена на |29 страницах, содержит 1б таблиц и 9

рисунков. Список литературы включает 309 источников, в том числе 256

зарубежных авторов. Текст диссертации и автореферата оформлены согласно

системе стандартов по информации, библиотечЕому и издательскому делу.

Раздел <Введение> включает актуальность исследования, степень

ршработанности темы, цель и задачи исследования, научную новизну и

теоретическую и практическую значимость результатов работы. Указаны

легитимность исследования, используемые методы, положения, выносимьlе на

защиту, степень достоверности и формы апробации и внедрения результатов

работы, структура и объем диссертации, личное участие автора в получении

результатов. Также раскрыто соответствие выполненного исследования

паспорту научноЙ специ€lльности 1.5.5 - Физиология человека и животных

согласно п.l. <Изl^rение закономерностей и механизмов поддержания

постоянства внутренней среды организма>>, п.3. <Исследование

закономерностей функционирования основных систем организма, п.6,

<Изучение механизмов функционирования клеток)).

В главе 1 представлен анчLпиз данных литераryры по вопросам

функциональных и морфологических изменений в клетках, вызваt{ных

воздействием холодового стресса. Описаны современные теории и концепции

криоповреждений кJIеток. Показан широкий спектр физиологической

активности полисахаридов, а также их возможное практическое использование
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в качестве компонентов криозащитных сред для повышения физиологической

устойчивости клеток.

В главе 2 дана подробная характеристика объекта исследования,

описаны методы оценки структурно-функционального состояния лейкоцитов и

тромбоцитов, а также методы оценки криоскопических свойств исследуемых

растворов и статистического анаJIиза,

Глава 3 работы посвящена результатам пол)ченных данных. В ней

представлены оценка изменения температуры замерзаниlI воды в растворах
криопротекторов и биологической жидкости в присутствии полисахаридов,

оценка параметров сохранности структурно-функционального состояниJI

лейкоцитов крови, перенесших воздействие отрицательных темпераryр -20ОС
и -80'С в присутствии полисахаридов, оценка параметров сохранности

струкryрно-функционального состояния тромбоцитов, перенесших

воздействие отрицательной температуры -80ОС в присутствии полисахаридов.

В главе 4 выполнено обсуждение результатов работы. Показана роль
полисахаридов в процессах кристаллизации воды, проан,rлизированы данные

по сlруктурно-функциона.пьной сохранности лейкоцитов и тромбоцитов при

действии отрицательных температур в присутствии полисахаридов и раскрыты
особенности совместного криозащитного действия протектора и

полисахарида.

Раздел <Выводы> включает краткие и обобщенные данные по

исследованию согласно поставленной цели и задачам.

В целом анализ содержания диссертации позволяет заключить, что она

хорошо структурирована, написана в научном стиле, главные результаты

всесторонне рассмотрены и обсуждены с привлечением большого количества

зарубежных литературных источников.

Соответствие автореферата диссертации. Автореферат полностью

соответствует содержанию диссертации.

Степень обоснованности и достоверности научных положений и

выводов. В диссертационной работе использованы современные клинико-

лабораторные методы, которые соответствуют цели и задачам исследования.

Сделанные автором выводы, основанные на достаточном числе тестирований,

представляются логичными и обоснованными, Автореферат и список

5



опубликованных работ отражают содержание диссертации. По материzulам

диссертации опубликовано 9 научных работ в зарубежных журналах,

рецензируемых научными системами Scopus и WOS, и 7 работ в российских

рецензируемых изданиях.

Личпое участие автора в получении результатов. Автор лично

выполнял сбор, анализ и обработку пол)aченных данных. Совместно с

руководителем работы сформированы выводы диссертации, подготовлены

научные публикации по исследуемой теме, текст диссертации и автореферата.

Рекомендации по использованию материалов работы. Полученные

данные рекомендуется использовать при разработке новых способов

длительного хранения различных биологических объектов в состоянии

холодового анабиоза с использованием электрических морозильников (-20'С

и -80ОС), а также новых комбинированных, низкотоксичных консервантов на

основе глицерина и полисахарида. ,Щанная технология может быть

рекомендована в качестве альтернативного способа хранения биообъектов при

температурах жидкого азота.

Замечания по работе. Принципимьных замечаний, влияющих на

положительную оценку диссертационной работы, не имеется, однако, возник

ряд вопросов:

l. При переходе к практическому применению полисахаридов в

качестве компонентов криозащитных сред одним из кJIючевых вопросов будет

безопасность разработанных образцов. Проводились ли доклинические

исследования безопасности внутривенного применения исследуемых

полисахаридов и не вызовут ли они иммунологических осложнений при

инфузионной терапии?

2. В качестве замечания можно отметить содержание в списке

литературы значительного числа источников старше 5 лет.

Заключение. .Щиссертационная работа Серryшкиной Марты Игоревны

кФизиологическм устойчивость лейкоцитов и тромбоцитов к холодовому

стрессу в присутствии полисахаридов), представленнаlI к защите на соискание

}ченоЙ степени кандидата биологических наук по специ€UIьности 1,5.5. -

Физиология человека и животных, является законченной научно-

квалификационной работой, результаты которой расширяют имеющиеся
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сведения о механизмах функционирования клеток организма человека в

условиях негативного воздействия отрицательных температур.

По своей акry€rльности, объему, теоретической и практической

значимости, новизне и достоверности полr{енных результатов

диссертационная работа Серryшкиной Марты Игоревны <Физиологическая

устоЙчивость леЙкоцитов и тромбоцитов к холодовому стрессу в присутствии

полисахаридов> в полной мере соответствует критериям, указанным в разделе

Ш <Положения о присуждении ученых степеЕIей), утвержденного

Постановлением Правительства Российской Федерации Ns 842 от 24.09,2013 r.

(в ред. от 18,03.2023 г.), а соискатель Сергушкина Марта Игоревна

заслуживает присуждения 1^rеной степени кандидата биологических наук по

специ€цьности 1.5.5. - Физиология человека и животных.

Отзыв на диссертацию обсужден и единогласно одобрен на заседании

отдела <Токсикологио ФГУП (НИИ ГПЭЧ) ФМБА России, присутствов€!ло

l l человек, протокол Ns 1 от 19 июля 202З r.

отзыв составил:

кандидат биологических наук,
заведующий лабораторией
экстремальной физиологии,
специальность 14.0l .2l -
гематология и переливание крови

Тел/факс: (812) 449-61-68
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