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1. Опис навчальної дисципліни

1.1. Мета викладання навчальної дисципліни
полягає у формуванні умінь та навиків розрахунку біофізичних параметрів, що визначають кріоконсервування біологічних об’єктів; освоєнні фундаментальних основ заморожування-відігрівання розчинів біологічного походження, клітинних суспензій та тканин; ознайомленні з новітніми протоколами кріоконсервування та обладнанням, яке використовується для їх реалізації.
1.2. Основні завдання вивчення дисципліни
дати теоретичну базу знань в області кріобіофізики, сформувати розуміння ключових особливостей фізичних процесів, що є основою кріоконсервування та довготривалого збереження біологічних об’єктів.

1.3. Кількість кредитів – 5
1.4. Загальна кількість годин – 150
	1.5. Характеристика навчальної дисципліни

	Нормативна / за вибором

	Денна форма навчання
	Заочна (дистанційна) форма навчання

	Рік підготовки

	4-й
	-й

	Семестр

	7-й
	-й

	Лекції

	48 год.
	год.

	Практичні, семінарські заняття

	16 год.
	год.

	Самостійна робота

	76 год.
	год.

	Індивідуальні завдання

	10 год.
	год.


1.6. Заплановані результати навчання

У результаті вивчення даного курсу студент повинен

знати: фізичні механізми кріоушкодження та кріозахисту клітин, що заморожуються та відігріваються у середовищах на основі кріопротекторів, фізико-математичні моделі трансмембранного переносу речовин, гіпотонічного лізису, кріогемолізу, електричного пробою та злиття біомембран.

вміти: розраховувати фізичні параметри кріоскопічної комірки та охолоджувачів, що використовуються для кріоконсервування клітин; аналізувати особливості впливу кріопротекторів на стан клітинних структур та води у клітинних суспензіях; застосувати отримані знання для аналізу фізичних процесів, які відбуваються у біологічних системах, що підлягають кріоконсервуванню.
2. Тематичний план навчальної дисципліни

Розділ 1. Вступ. Визначення та головні завдання кріобіофізики.
Історія становлення та розвитку кріобіофізики як науки. Визначення «кріобіофізики» та місце серед інших наук. Предмет і об’єкт кріобіофізики. Методи кріобіофізики.

Розділ 2. Фактори кріоушкоджень біооб'єктів. Теорії і гіпотези.
Тема 1. Концепції, гіпотези і теорії пошкодження біооб'єктів в процесі кріоконсервування. 
Кристалізаційна концепція Б. Люйє. Рекристалізаційна концепція Є. Асахина. Концепція сольового кріопошкодження Дж. Лавлока. Концепція «мінімального об’єму» Г. Мерімена. Сульфгідрильна теорія Дж. Левіта. Двухфакторна концепція П. Мейзура. Багатофакторна теорія кріопошкодження клітини Л.К. Лозіна-Лозинського і Д. Прайбора. Адаптаційна теорія Дж. Фарранта і Дж. Морріса.
Тема 2. Кріоушкодження клітин в умовах швидкого і повільного заморожування.

Визначення швидкого і повільного заморожування. Роль гіперконцентрованих розчинів солей, дегідратації, електростатичного та електрокінетичного потенціалу, pH, механічних та гіпербарічних чинників у процесі заморожування клітин.
Розділ 3. Механізми кристалоутворення в водних системах.

Тема 1. Ініціація кристалізації. Термограма заморожування. Температура початку кристалізації. Кріоскопія.

Тема 2. Термодинаміка процесів кристалоутворення.

Термодинамічні потенціали. Зв'язок між ними. Швидкість ферментативних реакцій. 

Розділ 4. Кріопротектори.
Тема 1. Кріопротектори екзоцелюлярної і ендоцелюлярної дії.

Визначення поняття «кріопротектор». Хімічні формули та геометричні параметри молекул кріопротекторів.

Тема 2. Механізм дії і фізико-хімічні властивості кріопротекторів.

Механізм проникання крізь плазматичну мембрану. Взаємодія кріопротекторів з гідратною оболонкою біомакромолекул. Взаємодія кріопротекторів з внутрішньоклітинними речовинами. Денатурація білків під дією кріопротекторів.
Тема 3. Токсичність кріопротекторів.

Порогові значення концентрації кріопротекторів для клітин різного генезу та організму людини. Методи зниження токсичності кріопротекторів. Комбіновані кріозахисні середовища.

Розділ 5. Стан води в біологічних системах.

Тема 1. Стан віцінальної, поза- і внутрішньоклітинної води. Гідростабілізація клітинних структур.

Властивості води біополімерів. Стабілізація структури мембран. Віцинальна вода. Іммобілізована та вільна вода.
Тема 2. Активність води. Осмотичні явища в клітинах в процесі охолодження.

Поняття «активності води». Методи визначення активності води. Трансмембранні потоки води. 

Розділ 6. Фізика кріоконсервування біологічних об'єктів.
Тема 1. Етапи кріоконсервування клітинних суспензій.
Тема 2. Режими заморожування біооб'єктів.

Розділ 7. Структурно-функціональні трансформації плазматичних мембран в процесі заморожування.
Тема 1. Фазові переходи в мембранах.

Тема 2. Гіпотермія. Температурно-осмотичний шок.
Види гіпотермії. Поняття температурного шоку. Осмотичні явища при гіпотермії.
Тема 3. Механізм пороутворення в неізотонічних середовищах.
Умови формування пори. Критичний радіус пори. 
Розділ 8. Гіпертонічний та гіпотонічний лізис. Гіпертонічний кріогемоліз. Постгіпертонічний лізис.
Тема 1. Основні закономірності гіпертонічного кріогемолізу.
Тема 2. Фізична модель гіпертонічного кріогемолізу.
Тема 3. Гіпертонічний та гіпотонічний лізис. Постгіпертонічний лізис.

Розділ 9. Протоколи кріоконсервування деяких клітин людини.
Тема 1. Кріоконсервація еритроцитів.

Кріоконсервування еритроцитів у кріозахисних середовищах з використанням одного кріопротектору та комбінації кріопротекторів. Кріоконсервування еритроцитів у середовищах з непроникаючими кріопротекторами. Метод кріоконсервування з ПЕО-1500. 

Тема 2. Кріоконсервація ооцитів і ембріонів.

Програмне заморожування ооцитів та ембріонів. Протоколи заморожування шляхом вітріфікації.

Тема 3. Кріоконсервація сперматозоїдів.
Програмне заморожування сперматозоїдів. Протоколи заморожування шляхом вітріфікації. 

3. Структура навчальної дисципліни
	Назви розділів
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	заочна форма

	
	усього
	
	усього
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	2
	3
	4
	5
	6
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	9
	10
	11
	12
	13

	
	
	л
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	інд.
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	л
	п
	лаб.
	інд.
	c. р.

	Розділ 1. Вступ. Визначення та головні завдання кіобіофізики.

	Разом за розділом 1
	2
	2
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Розділ 2. Фактори кріоушкоджень біооб'єктів. Теорії і гіпотези.

	Разом за розділом 2
	4
	4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Розділ 3. Механізми кристалоутворення в водних системах.

	Разом за розділом 3
	10
	6
	4
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Розділ 4. Кріопротектори.

	Разом за розділом 4
	8
	6
	2
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Розділ 5. Стан води в біологічних системах.

	Разом за розділом 5
	8
	6
	2
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Розділ 6. Фізика кріоконсервування біологічних об'єктів.

	Разом за розділом 6
	8
	4
	4
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Розділ 7. Структурно-функціональні трансформації плазматичних мембран в процесі заморожування.

	Разом за розділом 7
	10
	8
	2
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Розділ 8. Гіпертонічний та гіпотонічний лізис. Гіпертонічний кріогемоліз. Постгіпертонічний лізис.

	Разом за розділом 8
	10
	8
	2
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Розділ 9. Протоколи кріоконсервування деяких клітин людини.

	Разом за розділом 9
	4
	4
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Усього годин 
	64
	48
	16
	
	
	
	
	
	
	
	
	


4. Завдання для самостійної роботи
	№

з/п
	Види, зміст самостійної роботи
	Кількість

годин

	1.
	Структура і фізико-хімічні властивості різних типів льоду.
	4

	2.
	Взаємодія кріопротекторів з гідратною оболонкою біомакромолекул.
	4

	3.
	Моделювання ідеального кріопротектора. Необхідні фізико-хімічні властивості речовини, що може розглядатися як кріопротектор.
	4

	4.
	Закони Рауля для середовищ з кріопротекторами.
	4

	5.
	Фазові переходи в білках в умовах зниження температури
	6

	6.
	Вивчення низькотемпературних фазових переходів систем, що містять білки, методом диференційно скануючої калориметрії
	4

	7.
	Вплив кріопротекторів на теплофізичні характеристики перехода спіраль-клубок гемоглобіну.
	6

	8.
	Теплова денатурація та термостабільність гемоглобіну людини та тварин.
	4

	9.
	Методи оцінки життєздатності деконсервованих клітин.
	4

	10.
	Особливості відігрівання клітин гомойотермних тварин.
	6

	11.
	Пролін і кріоконсервування тканин рослинного походження. Використання проліна як кріопротектора. 
	6

	12.
	Гормезис. Вплив наднизьких доз озону на кріорезистентність клітин.
	4

	13.
	Сублімаційна сушка.
	4

	14.
	Гіпотермія тканин і органів. Гіпотермічна консервація.
	4

	15.
	Використання рідкого азоту у клінічній медичній практиці.
	4

	16.
	Кріогенне обладнання. Кріосауна.
	4

	17.
	Організація кріосховищ та кріобанків клітин і тканин рослинного та тваринного походження.
	4

	
	Разом
	76


5. Індивідуальні завдання

1. Дія проникаючих кріопротекторів на мембрани клітин еукаріотів.

2. Кріоконсервування еритроцитів в середовищах на основі непроникаючих кріопротекторів.

3. Кріоконсервування еритроцитів в середовищах на основі проникаючих кріопротекторів.

4. Фізичні процеси кристалізації біологічних рідин.

5. Патології терморегуляції людини.

6. Фізичні основи повільного програмного заморожування клітинних суспензій.

7. Кріоконсервування сперми людини методом вітрифікації.

8. Кріоконсервування ооцитів людини: порівняльний аспект програмного заморожування і вітрифікації.

9. Фізика осмотичних явищ на етапах заморожування і відігрівання клітин рослин.

10. Точність вимірювань і устаткування в методах кріоконсервування.

11. Роль антиоксидантів в процесі кріоконсервування.

12. Фізичні фактори пошкодження біологічних об'єктів при довгостроковому низькотемпературному зберіганні.
6. Методи контролю
Контрольна робота, опитування, перевірка індивідуальних завдань.
7. Схема нарахування балів

Бали нараховуються за наступною схемою:

· робота на лекційних заняттях (вірні відповіді на запитання) – 1 бал (максимальна кількість балів за весь курс не перевищує 10)

· робота на практичних заняттях (рішення задач) – 1 бал за вірне повне рішення задачі (максимальна кількість балів за весь курс не перевищує 10).

· виконання домашніх завдань (рішення однієї або двох задач) – 1 бал (максимальна кількість балів за весь курс не перевищує 10)

· Індивідуальне завдання (доповідь не більше 5 хвилин з презентацією на 5 - 7 слайдах): 

повнота розкриття теми у доповіді – 3 бали;

аналіз даних літератури за темою – 1 бал;

висновки роботи – 3 бали; 

відповіді на додаткові питання – 3 бали.

Максимальна кількість балів не перевищує 10.
· Контрольна робота 1 (максимум 10 балів):
два теоретичних питання – 4 бали (по 2 бали кожне).

задача – 6 балів.
· Контрольна робота 2 (максимум 10 балів)
два теоретичних питання – 4 бали (по 2 бали кожне).

задача – 6 балів.
Умовою допуску до заліку є виконання контрольних робіт, оцінених на позитивну оцінку, а також отримання протягом семестру не менш ніж 30 балів (з 60 балів). 

Залікове завдання складається з одного теоретичного запитання та однієї задачі. За вичерпну відповідь на запитання та повне рішення задачі нараховується 40 балів (запитання – 10 балів, задача – 30 балів). Часткові відповіді на запитання або неповні рішення задач знижують оцінку до меншої кількості балів пропорційно тому, яку частину від повного рішення містить робота студента.
	Поточний контроль, самостійна робота, індивідуальні завдання
	Екза-мен

(залікова робота)
	Сума

	Розділи
	Контрольна робота,

передбачена навчальним планом
	Контрольна робота,

передбачена навчальним планом
	Індиві-дуальне зав-дання
	Разом
	40
	100

	Р1
	Р2
	Р3
	Р4
	Р5
	Р6
	Р7
	Р8
	Р9
	№1
	№2
	
	
	
	

	3
	3
	3
	3
	3
	3
	3
	4
	5
	10
	10
	10
	60
	
	


Критерії оцінки успішності студентів

при семестровому контролі та виконанні письмових робіт

Оцінку «відмінно» (5 балів – за завдання; 90-100 балів за курс у цілому) отримує студент, якщо він:

· чітко розуміє зміст і вільно володіє спеціальною термінологією; встановлює взаємозв’язок основних понять; 

· вільно використовує набуті теоретичні знання для аналізу практичного матеріалу; демонструє високий рівень набутих практичних навичок.

· міцно засвоїв зміст навчальної дисципліни, наукових першоджерел і рекомендованої літератури;

· вміє повністю, глибоко і всебічно розкрити зміст матеріалу, поставленого завдання чи проблеми; комплексно вирішувати поставлені завдання чи проблему; правильно застосовує одержані знання з різних дисциплін для вирішення завдань чи проблем; послідовно і логічно викладає матеріал.

Допускається декілька неточностей у викладенні матеріалу, які не приводять до помилкових висновків і рішень. 

Оцінку «добре» (4 бали – за завдання; 70-89 балів за курс у цілому) отримує студент, якщо він:

· добре засвоїв основний зміст навчальної дисципліни, основні ідеї наукових першоджерел і рекомендованої літератури;

· точно використовує термінологію;

· має практичні навички з аналізу матеріалу.

Допускається декілька неточностей у використанні спеціальної термінології, похибок у логікі викладу теоретичного змісту або аналізу практичного матеріалу, несуттєвих та не грубих помилок у висновках та узагальненнях, що не впливають на конкретний зміст відповіді. Наявні неточності та помилки враховуються при визначенні оцінки за 100-бальною шкалою та відповідної літери В або С.

Оцінку «задовільно» (3 бали – за завдання; 50-69 балів за курс у цілому) студент отримує, якщо:

· у відповіді суть запитання в цілому розкрита, але зміст питання викладено частково; студент невпевнено орієнтується у змісті наукових першоджерел та рекомендованої літератури;

· при викладенні матеріалу, поясненні термінології та вирішенні практичних питань зроблені суттєві помилки.

Оцінку «незадовільно» (менше 50 балів) студент отримує, якщо:

· основний зміст завдання не розкрито; студент майже не орієнтується у наукових першоджерелах та рекомендованій літературі; не знає наукових фактів та визначень;

· допущені суттєві помилки у висновках;

· студент не володіє спеціальною термінологією;

· наукове мислення та практичні навички майже не сформовані.

8. Шкала оцінювання

	Сума балів за всі види навчальної діяльності протягом семестру
	Оцінка

	
	для чотирирівневої шкали оцінювання
	для дворівневої шкали оцінювання

	90 – 100
	відмінно 
	зараховано

	70-89
	добре 
	

	50-69
	задовільно 
	

	1-49
	Незадовільно
	не зараховано


9. Рекомендована література
Базова

1. Белоус A.M., Грищенко В.И. Криобиология.- Киев: Наукова думка, 1994. – 435с.
2. Белоус A.M. Замораживание и криопротекция / A.M. Белоус, Е.А. Гордиенко, Л.Ф. Розанов. –М.: Высшая школа, 1987. – 80 с.
3. Гордиенко Е.А., Пушкар Н.С. Физические основы низкотемпературного консервирования клеточных суспензий. –К.:Наук. думка. –1994. –142 с.
Допоміжна
1. А. М. Голдовский. Анабиоз. – Л.: Наука, 1981.
2. Пушкарь Н.С., ШрагоМ.И., Белоус А.М. и др. Криоконсерванты. – Киев: Наук. думка, 1978. – 198с.
3. Белоус A.M. Единый механизм повреждения клетки при термальном шоке, замораживании и постгипертоническом лизисе / A.M. Белоус, В.А. Бондаренко, Л.А. Бабийчук // Криобиология. – 1985. – № 2. – С. 25–32.
4. Аграненко В.А. Консервирующие растворы для крови и ее компонентов / В.А. Аграненко, Н.Н. Тибилова // Кровезаменители, консерванты крови и костного мозга. Справочник. – М.: Медицина. 1997. –1. C. 150–161.
5. Франке Ф. Вода и водные растворы при температурах ниже 0°С (Пер. с англ.) / Под рад. Ф. Франке Киев: Наукова Думка, 1985. - 387 с.

10. Посиланная на інформаційні ресурси в Інтернеті, відео-лекції, інше методичне забезпечення

1. https://www.youtube.com/watch?v=5qXpvcaKFz4
2. https://www.youtube.com/watch?v=qybFQJ4-KEY
3. https://www.youtube.com/watch?v=IAmnuAIJ3aM
