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Реферат: Исследовано влияние электролитов и ионов Са2+ на развитие гемолитических повреждений эритроцитов человека 

при механическом стрессе в растворах криопротекторов, а также эффект замораживания-отогрева клеток в присутствии гли-
церола и полиэтиленгликоля (ПЭГ) на их механическую устойчивость. Установлено, что при росте концентрации солей во внекле-
точной среде механическая стабильность клеток снижается. Вместе с тем отсутствие электролитов в растворах криопротекторов 
также снижает их устойчивость при механическом стрессе. Добавление Са2+ в среды повышает гемолиз клеток только в присут-
ствии ПЭГ, но не глицерола, очевидно, вследствие разного влияния данных веществ на активность Са2+-регулирующих систем. 
Введение соли этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА) в состав сред снижает устойчивость эритроцитов в присутствии 
обоих криопротекторов, что может быть связано с влиянием хелатора на мембраносвязанный Са2+. Криоконсервирование эри-
троцитов повышает их чувствительность к механическому стрессу, и даже удаление криопротекторов не позволяет восстановить 
свойства клеток до контрольных параметров.

Ключевые слова: эритроцит, мембрана, механическая устойчивость, Са2+, ионная сила, криоконсервирование.
Реферат: Досліджено вплив електролітів та іонів Са2+ на розвиток гемолітичних ушкоджень еритроцитів людини при механіч-

ному стресі в розчинах кріопротекторів, а також ефект заморожування-відігріву клітин у присутності гліцеролу і поліетиленгліко-
лю (ПЕГ) на їх механічну стійкість. Встановлено, що при зростанні концентрації солей у позаклітинному середовищі механічна 
стабільність клітин знижується. Разом з тим відсутність електролітів у розчинах кріопротекторів також знижує їх стійкість при 
механічному стресі. Додавання Са2+ в середовища підвищує гемоліз клітин тільки в присутності ПЕГ, але не гліцеролу, очевидно, 
внаслідок різного впливу даних речовин на активність Са2+-регулюючих систем. Введення солі етилендіамінтетраоцтової кислоти 
(ЕДТА) до складу середовищ знижує механічну стійкість еритроцитів у присутності обох криопротекторів, що може бути пов’язано 
з його впливом на мембранозв’язаний Са2+. Кріоконсервування еритроцитів підвищує їх чутливість до механічного стресу і навіть 
видалення кріопротекторів не дозволяє відновити властивості клітин до контрольних параметрів.

Ключові слова: еритроцит, мембрана, механічна стійкість, Ca2+, іонна сила, кріоконсервування.
Abstract: In this research, we have studied the impact of electrolytes and Ca2+ ions on the development of hemolytic damages 

in human erythrocytes in cryoprotectant solutions under mechanical stress, as well as the eff ect of freeze-thawing of cells in the presence 
of glycerol and polyethylene glycol (PEG) on their mechanical stability. The decrease in mechanical stability of cells was found when 
the salt concentration in extracellular medium increased. At the same time, the absence of electrolytes in cryoprotectant solutions 
reduced their stability under mechanical stress as well. The Ca2+ introduction into the media increased the cell hemolysis only in the 
presence of PEG, but not glycerol, apparently due to diff erent eff ects of these substances on the activity of Ca2+-regulating systems. 
The introduction of salt of ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) into the media composition reduced the erythrocyte membrane 
mechanical stability in the presence of the both cryoprotectants, which might be due to the chelator eff ect on membrane-bound Ca2+. 
Cryopreservation of erythrocytes increased their sensitivity to mechanical stress, and even the cryoprotectant removal could not restore 
the cell properties up to the control parameters.

Key words: erythrocyte, membrane, mechanical stability, Ca2+, ionic strength, cryopreservation.
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Сдвиги концентрации солей в процессе кри-
сталлизации и оттаивания воды [24, 27] или осмо-
лярности среды при добавлении/удалении гипер-
тонических растворов криопротекторных агентов 
(КПА) сопровождаются изменениями объема кле-
ток, а мембраны испытывают механические на-

Shifts in salt concentration during water crystal-
lization and thawing [17, 20] or the alterations in 
medium osmolarity when introducing/removing 
the hypertonic solutions of cryoprotective agents 
(CPAs) are accompanied by changes in cell volu-
me, while the membranes pass through mechanical 
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пряжения, подвергаясь деформациям сжатия и 
растяжения. Кроме того, существенное влияние 
на мембраны в процессе криоконсервирования 
оказывает механический стресс, вызванный дав-
лением кристаллов льда или взаимодействием 
клеток между собой и со стенками контейнера в 
процессе солидификации [9, 17, 34, 37]. Проти-
востоять разрушающим эффектам механического 
стресса при криоконсервировании клеткам по-
могают КПА, которые влияют не только на ха-
рактер кристаллизации жидкости, но и на струк-
турно-функциональные свойства плазматических 
мембран [15, 33]. 

Эффективность защитного действия КПА за-
висит от типа клеток и в значительной степени 
определяется особенностями модификации струк-
турно-функционального состояния отдельных 
клеточных компонентов и изменениями внешних 
параметров клетки [5]. При замораживании-ото-
греве эритроцитов человека глицерол и полиэти-
ленгликоль с м. м. 1500 (ПЭГ), относящиеся со-
ответственно к эндо- и экзоцеллюлярному типам 
КПА, обеспечивают высокую сохранность клеток. 
Кроме того, в ряду других исследованных сое-
динений (маннитол, сахароза, декстран) данные 
вещества также продемонстрировали высокую 
эффективность в защите клеток при механиче-
ском стрессе [2]. Анализ взаимосвязи между из-
менениями свойств растворов (вязкость, осмоти-
ческое давление) и степенью повреждения клеток 
в исследованных условиях позволил заключить, 
что защитный эффект КПА не связан непосред-
ственно со свойствами растворов, а определяет-
ся модификацией характеристик плазматической 
мембраны [2]. Можно допустить, что глицерол и 
ПЭГ повышают механическую устойчивость эри-
троцитов в стрессовых условиях путем влияния 
на структурно-функциональное состояние компо-
нентов мембрано-цитоскелетного комплекса, по-
скольку ключевая роль в ответе клеток на механи-
ческие воздействия принадлежит плазматической 
мембране [39] и белкам цитоскелета, соединен-
ного с ней [26, 35]. Вместе с тем действие КПА 
может зависеть от физико-химических парамет-
ров среды, сопутствующих процессам заморажи-
вания-отогрева.

Действие солей на мембрано-цитоскелетный 
комплекс обусловлено, по крайней мере, двумя 
причинами: влиянием ионной силы на структуру 
отдельных компонентов и повышением осмоти-
ческого давления, индуцирующего потоки воды 
через мембрану. Превышение критических значе-
ний гидрастатического давления приводит к обра-
зованию пор в мембране и лизису клеток [28]. По-
скольку КПА реализуют свое защитное действие 

stresses, in particular the compression-stretch de-
formations. In addition, the mechanical stress, 
caused by ice crystal pressure or cell interaction 
with one another and with the container walls during 
solidifi cation, signifi cantly aff ects the membranes 
during cryopreservation [1, 10, 27, 31]. The CPAs 
help to resist the damaging eff ects of mechanical 
stress during cell cryopreservation [7, 26] by aff ec-
ting not only the nature of liquid crystallization, but 
the structural and functional properties of plasma 
membranes as well. 

The effi  ciency of a protective action of CPAs 
depends on cell type and is largely determined by the 
features of modifi cation of structure and function of 
individual cell components and changes in external 
parameters of a cell [40]. During human erythrocyte 
freeze-thawing, the glycerol and polyethylene glycol 
with 1500 MW (PEG), corresponding to endo- and 
exocellular types of CPAs, respectively, ensure a high 
preservation of cells. In addition, among the other 
studied compounds (mannitol, sucrose, dextran), 
these substances demonstrated a high effi  ciency in 
cell protection under mechanical stress [35]. The 
analysis of relationship between the changes in 
properties of solutions (viscosity, osmotic pressure) 
and a degree of cell damage under the studied 
conditions allowed concluding that a protective 
eff ect of CPAs was not directly associated with 
the properties of solutions, but determined by mo-
difi cation of plasma membrane characteristics [35]. 
The glycerol and PEG may be assumed to increase 
the erythrocyte membrane mechanical stability under
stress conditions via aff ecting the structural and 
functional state of membrane-cytoskeleton complex 
components, since the plasma membrane [33] and 
bound with it cytoskeletal proteins play a key role in 
cell response to mechanical eff ects [19, 29]. At the 
same time, the CPAs eff ect may depend on the me-
dium physical and chemical parameters, accompa-
nying the freeze-thawing. 

The eff ect of salts on membrane-cytoskeleton 
complex is stipulated by at least two reasons, i. e. 
the impact of ionic strength on structure of indivi-
dual components and an increase in osmotic pressure, 
inducing water fl ows through the membrane. The 
exceeding of critical values of hydrostatic pressure 
entails the pore formation in membrane and cell 
lysis [21]. Since CPAs implement their protective 
eff ect at high concentrations, a decrease in osmotic 
pressure by salt elimination from the medium 
may be assumed to increase a cell survival. Ho-
wever, the way in which a mechanical stability of 
membranes under stress conditions will alter in 
the electrolyte-free cryoprotective media, has still 
remained unclear. 



при высоких концентрациях, можно допустить, 
что при снижении осмотического давления путем 
элиминации солей из среды выживаемость клеток 
будет повышаться. Однако остается непонятным, 
как при отсутствии электролитных компонентов 
в криопротекторных средах изменится механи-
ческая устойчивость мембран в стрессовых усло-
виях. 

Вместе с тем устойчивость мембрано-цитоске-
летного комплекса к стрессу в присутствии крио-
протекторов может модифицироваться при уча-
стии ионов Са2+, выполняющего роль вторичного 
мессенджера. Ранее установленные факты изме-
нения функциональной активности Са2+-АТР-азы 
[4, 6, 7] и повышения уровня внутриклеточного 
Са2+ [18, 19] под влиянием КПА указывают на 
возможность включения ионов Са2+ в регуляцию 
структурного состояния и функциональной ак-
тивности компонентов мембраны. Учитывая, что 
ионы Са2+, присутствующие во внеклеточной 
среде, являются основным источником повыше-
ния концентрации внутриклеточного Са2+ ([Са2+]in)
в эритроцитах человека, их хелатирование пу-
тем введения соли этилендиаминтетрауксусной
кислоты (ЭДТА) в криопротекторные среды мо-
жет повлиять на изменение уровня Са2+ в клетке 
и, следовательно, на устойчивость эритроцитов в 
стрессовых условиях.

В процессе замораживания-отогрева, несмот-
ря на присутствие КПА, часть клеток все же 
подвергается летальным или сублетальным по-
вреждениям. Это связано, во-первых, с гетеро-
генностью клеточных суспензий, т. е. наличием 
клеток с разным исходным уровнем жизнеспо-
собности, и, во-вторых, с тепловым градиентом, 
обусловленным разной удаленностью клеток от 
источников холода или тепла, т.е. неоднородно-
стью изменений физико-химических параметров 
среды при значительных сдвигах температуры 
(37℃ → –196℃ → 37℃). Поэтому механические 
свойства мембран криоконсервированных эри-
троцитов могут отличаться от свойств нативных 
клеток. В связи с этим важно понимать, насколько 
полноценными являются криоконсервированные 
клетки, поскольку в физиологических условиях 
при прохождении через узкие капилляры эрит-
роциты подвергаются сдвиговому стрессу [40]. 
Следовательно, оценка механической устойчиво-
сти криоконсервированных эритроцитов важна 
для прогноза безопасности и эффективности их 
применения в клинике. 

Цель работы заключалась в изучении влия-
ния ионного состава растворов КПА на развитие
гемолитических повреждений эритроцитов чело-
века при механическом стрессе. При этом оценку

At the same time, the stability of membrane-
cytoskeletal complex to stress in the presence of 
cryoprotectants may be modifi ed with involvement 
of Ca2+ ions, acting as secondary messenger. The 
previously revealed facts of a change in functional 
activity of Ca2+-ATPase [37–39] and an increase 
in the level of intracellular Ca2+ [11, 12] under 
CPA eff ect indicate the opportunity of inclusion of 
Ca2+ ions into regulation of a structural state and 
functional activity of membrane components. If 
considering the Ca2+ ions, presented in extracellular 
medium, as the main source of an increase in in-
tracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]in) in human 
erythrocytes, their chelation via introducing the 
salt of ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
into cryoprotective media may aff ect the change in 
Ca2+ level in cell and consequently, the erythrocyte 
stability under stress conditions.

During freeze-thawing, despite the CPAs pre-
sence, some cells still undergo lethal or sublethal 
damages. This is fi rstly associated with the hetero-
geneity of cell suspensions, i. e. the presence of cells 
with diff erent initial levels of viability, and, secondly, 
with a thermal gradient, stipulated by diff erent 
distance of cells from cold or heat sources, i. e. 
heterogeneity of changes in physical and chemical 
parameters of medium at signifi cant temperature
shifts (37℃→ –196℃→ 37°C). Therefore, the mecha-
nical properties of cryopreserved erythrocyte memb-
ranes may diff er from those of native cells. In this 
regard, it is important to understand how integral the 
cryopreserved cells are, since under physiological 
conditions the erythrocytes undergo a shift stress 
when passing through narrow capillaries [34]. There-
fore, the assessment of mechanical stability of cryo-
preserved erythrocytes is important for forecasting 
the safety and effi  ciency of their use in clinic.

The research aim was to study the impact of ionic 
composition of CPAs solutions on development of 
hemolytic damages in human erythrocytes under 
mechanical stress. In this case, the mechanical 
stability of cells was assessed in the presence of 
physiological concentrations of NaCl and Ca2+ and 
when removing them from cryoprotective media. 
In addition, the eff ect of cell freeze-thawing under 
glycerol and polyethylene glycol protection on their 
mechanical stability was studied.

Materials and methods
Here, we used the following reagents: Tris, suc-

rose (Sigma, USA); PEG (MW 1500), dextran (MW 
40,000), glucose, CaCl൬ (Fluka, USA); mannitol, 
glycerol, EDTA (Serva, Germany); NaCl, KCl,
MgCl2 and HCl (manufactured in Russia and Uk-
raine (chemically pure or extra pure grades)).
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механической устойчивости клеток проводили 
в присутствии физиологических концентраций 
NaCl и Са2+ и при их удалении из криопротек-
торных сред. Кроме того, исследовали влияние 
замораживания-отогрева клеток под защитой гли-
церола и полиэтиленгликоля на их механическую 
устойчивость.

Материалы и методы
В работе использовали следующие реактивы: 

Tris, сахароза («Sigma», США); ПЭГ м. м. 1500, 
декстран м. м. 40 000, глюкоза, CaCl2 («Fluka», 
США); маннитол, глицерол, ЭДТА («Serva», Гер-
мания); NaCl, КCl, MgCl2 и HCl (производства 
России и Украины (х.ч. или ос.ч.)).

Объектом исследования служили эритроциты 
крови доноров, заготовленной с использованием
глюкозо-цитратного раствора (Центр службы кро-
ви, г. Харьков). Эритроциты осаждали центри-
фугированием при 1200g в течение 10 мин при 
комнатной температуре, удаляли плазму и лей-
коцитарные компоненты крови. Затем к осадку
добавляли раствор 150 мМ NaCl, 10 мМ Трис-
HCl (pH 7,4) в объеме, 5−7-кратно превышающем 
объем клеточной массы, и отмывали от остатков 
плазмы и белых клеток 3-кратным центрифугиро-
ванием в аналогичном режиме.

Устойчивость эритроцитов к механическому 
стрессу оценивали по уровню гемолиза в соответ-
ствии с ранее описанными методами [2, 8]. Отмы-
тые эритроциты (1 мл) соединяли с растворами 
криопротекторных веществ (5 мл) в пластиковых 
стаканчиках (конечный гематокрит примерно 
15%). Растворы маннитола, глицерола, сахарозы, 
ПЭГ и декстрана в 15%-х концентрациях были 
приготовлены на основе раствора 150 мМ NaCl, 
10 мМ Трис-HCl (pH 7,4) или дистиллированной 
воды в зависимости от условий эксперимента. В 
стаканчики осторожно вносили 50 штук пласти-
ковых шариков (диаметр 5 мм, масса 1,5 г) и маг-
нитную палочку. Суспензию эритроцитов с шари-
ками перемешивали в течение часа на магнитной 
мешалке ММ-5 (Украина) при скорости 1200 об/
мин. Для определения гемолитических повреж-
дений аликвоты клеток центрифугировали при 
1200g и отбирали супернатант. Гемолиз определя-
ли на спектрофотометре СФ-4А («Ломо», Россия) 
с проточной кюветой при длине волны 543 нм по 
количеству вышедшего из клеток гемоглобина. 
Количество гемоглобина выражали в процентах 
по отношению к 100%-му гемолизу эритроцитов 
в присутствии 0,1% детергента тритона Х-100. 

Влияние ионов Са2+ на развитие гемолитичес-
ких повреждений эритроцитов при механичес-
ком стрессе исследовали в 15%-х растворах ПЭГ 

The research objects were the donor blood 
erythrocytes, prepared with glucose-citrate solution 
(Center for Blood Service, Kharkiv). The erythrocytes 
were pelleted by centrifugation at 1200g for 10 min 
at room temperature and the plasma and leukocyte 
blood components were removed. The pelleted cells 
were supplemented with a solution of 150 mM NaCl, 
10 mM Tris-HCl (pH 7.4) in a volume 5–7 times 
exceeding that of cell mass, and washed out of plasma 
and white cell residues by a 3-fold centrifugation 
using the similar regimen. 

The erythrocyte stability to mechanical stress 
was assessed by hemolysis level as described 
previously [28, 35]. The washed erythrocytes (1 ml) 
were combined with the solutions of cryoprotective 
substances (5 ml) in plastic cups (fi nal hematocrit 
approximately 15%). Mannitol, glycerol, sucrose, 
PEG and dextran 15% solutions were prepared 
on the basis of the solution, consisting of 150 mm 
NaCl, 10 mm Tris-HCl (pH 7.4) or distilled water, 
depending on the experimental conditions. Fifty 
pieces of plastic balls (5 mm diameter, 1.5 g weight) 
and a magnetic stick were carefully introduced into 
the cups. The erythrocyte suspension with balls
was stirred for 1 hr with MM-5 magnetic stirrer (Uk-
raine) at a rate of 1200 rpm. To determine the hemolytic 
lesions, the cell aliquots were centrifuged at 1200g 
and the supernatant was taken. The hemolysis was 
determined with SF-4A spectrophotometer (Lomo, 
Russia) with a fl ow cell at 543 nm wavelength
by the amount of hemoglobin released from cells. 
The amount of hemoglobin was expressed as a per-
centage with reference to 100% erythrocyte hemo-
lysis in the presence of 0.1% detergent Triton X-100.

The impact of Ca2+ ions on the development of 
hemolytic damage in erythrocytes under mechanical 
stress was studied in 15% solutions of PEG and 
glycerol, containing 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl 
(pH 7.4) with an alternative supplement of CaCl2
(1 mM) or EDTA (2 mM).

To assess the changes in mechanical stability 
under cryopreservation eff ect, the erythrocytes washed 
out of plasma and white blood cells were treated 
with the glycerol- and PEG-based cryoprotective 
solutions and frozen in a liquid nitrogen (−196°C). 
The erythrocytes were supplemented with the fi rst 
solution (30% glycerol, 4% mannitol, 120 mm NaCl, 
10 mm Tris-HCl (pH 7.4)) in an equal volume with 
a constant stirring at room temperature. The second 
solution (30% PEG, 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl 
(pH 7.4)) was introduced in an equal volume into 
cooled erythrocytes at ~5°C. Then the erythrocytes 
were transferred into the containers for freezing and 
immersed into liquid nitrogen (–196°С). The tha-
wing was done in a water bath at 42–44°С.



и глицерола, содержащих 150 мМ NaCl, 10 мМ 
Tris-HCl (pH 7,4) с альтернативным добавлением 
СaCl2 (1 мМ) или ЭДТА (2 мМ). 

Для оценки изменений механической ста-
бильности под влиянием криоконсервирования 
эритроциты, отмытые от плазмы и белых клеток 
крови, обрабатывали криозащитными раствора-
ми на основе глицерола и ПЭГ и замораживали 
в жидком азоте (−196℃). Первый раствор (30% 
глицерола, 4% маннитола, 120 мМ NaCl, 10 мМ 
Трис-HCl (pH 7,4)) добавляли в равном объеме 
к эритроцитам при постоянном перемешивании 
при комнатной температуре. Второй раствор (30% 
ПЭГ, 150 мМ NaCl, 10 мМ Трис-HCl (pH 7,4)) до-
бавляли в равном объеме к охлажденным эритро-
цитам при температуре ~5°С. Затем эритроциты 
переносили в контейнеры для замораживания и 
погружали в жидкий азот (–196°С). Отогрев про-
водили в водяной бане при 42–44°С. 

После размораживания эритроциты отмывали 
от криопротекторов. Для глицерол-содержащих 
образцов процедура отмывки включала осажде-
ние клеток центрифугированием (1200g, 5−7 мин) 
и три этапа отмывки с использованием следую-
щих растворов: 600 мМ NaCl (первая отмывка) и 
150 мМ NaCl (вторая и третья отмывки). Для об-
разцов, криоконсервированных с ПЭГ, процедура 
отмывки включала осаждение клеток центрифу-
гированием (800g, 5−7 мин) с последующим раз-
ведением осажденных клеток равным объемом 
раствора 150 мМ NaCl, 10 мМ Трис-HCl (pH 7,4), 
при аналогичном режиме центрифугирования.

Статистическую обработку результатов выпол-
няли с использованием программного пакета 
«Statgraphics plus 2.1» («Manugistic Inc.; STATis-
tical GRAPHICs system», США). Данные предс-
тавлены в виде M ± SE (среднее значение ± стан-
дартная ошибка). Статистическую значимость 
различий между экспериментальными группами 
оценивали с помощью множественного рангового 
теста Фишера по процедуре группировки выбо-
рок с наименьшей значимой разницей. В каждой 
серии экспериментов проведено 6 опытов.

Результаты и обсуждение
В ходе замораживания клеточных суспензий 

повышается концентрация солей во внеклеточ-
ной среде, вследствие чего могут изменяться ме-
ханические свойства плазматических мембран. 
Действие высоких концентраций электролитов 
на механическую устойчивость эритроцитов в 
процессе криоконсервирования можно изучить 
в модельных экспериментах при механическом 
стрессе. Установлено, что превышение физиоло-
гического диапазона NaCl увеличивало чувстви-

After freeze-thawing, the erythrocytes were wa-
shed from cryoprotectants. For glycerol-containing 
samples, the washing procedure included the cell 
pelleting by centrifugation (1200g, 5-7 min) and three 
washing steps using the following solutions: 600 mM 
NaCl (fi rst washing) and 150 mM NaCl (second 
and third washing). For the samples, cryopreserved 
with PEG, the washing procedure included the cell 
pelleting by centrifugation (800g, 5–7 min), followed 
by dilution of pelleted cells with an equal volume
of solution of 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl
(pH 7.4) using the similar centrifugation mode.

The fi ndings were statistically processed using 
the Statgraphics plus 2.1 for Windows software 
(Manugistics Inc.; STATistical GRAPHICs system, 
USA). The data were presented as M ± SE (mean ±
standard error). The statistical signifi cance of diff e-
rences between experimental groups was evaluated 
using the Fisher’s least signifi cant diff erence test. 
There were performed 6 experiments in each series.

Results and discussion
When freezing the cell suspensions, the concent-

ration of salts in extracellular medium increases,
therefore the mechanical properties of plasma memb-
ranes may change. The eff ect of high electrolyte 
concentrations on erythrocyte membrane mechanical 
stability during cryopreservation can be studied 
in model experiments with mechanical stress. The 
exceeding of NaCl physiological range was found
to increase the membrane sensitivity to stress, and
the hemolytic damages of erythrocytes augmented 
with increasing salt concentration and stress exposure 
duration (Fig. 1). If assuming that a decrease in
cell stability under these conditions was caused not 
only by osmotic eff ects, but an increase in ionic 
strength values as well, one could expect a decrease 
in electrolyte content in hypertonic solutions of 
CPAs to positively aff ect the mechanical stability of 
membranes. At this research stage, taking into ac-
count the complexity of experiments, we compa-
ratively assessed the membrane mechanical stability 
during osmotic shrinkage of cells in the presence 
of pure CPAs solutions and the ones, supplemented 
with NaCl of physiological level. The cell hemolysis 
in the media free of electrolytes was determined 
as signifi cantly higher than in similar solutions, 
supplemented with electrolyte components (Fig. 2). 
Meanwhile, the NaCl removal from PEG solution 
had a minimal eff ect on erythrocyte membrane 
mechanical stability as compared with the other stu-
died CPAs. Obviously, the cell membrane stability 
under mechanical stress is largely determined by 
ion redistribution between intra- and extracellular 
media, stipulated by the CPAs eff ect on various ion-
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тельность мембран к стрессу, а гемолитические 
повреждения эритроцитов нарастали с увеличе-
нием концентрации соли и продолжительности 
стрессового воздействия (рис. 1). Допустив, что 
снижение устойчивости клеток в данных услови-
ях вызвано не только осмотическими эффектами, 
но и увеличением значений ионной силы, можно 
ожидать, что уменьшение содержания электроли-
тов в гипертонических растворах КПА положи-
тельно повлияет на механическую устойчивость 
мембран. Учитывая трудоемкость экспериментов, 
на данном этапе работы была дана сравнительная 
оценка механической стабильности мембран при 
осмотическом сжатии клеток в присутствии чи-
стых растворов КПА и растворов, дополненных 
физиологическим уровнем NaCl. Установлено, 
что гемолиз клеток в средах, не содержащих элек-
тролитов, был существенно выше, чем в анало-
гичных растворах, дополненных электролитными 
компонентами (рис. 2). При этом удаление NaCl 
из раствора ПЭГ оказывало минимальный эффект 
на механическую устойчивость эритроцитов в 
сравнении с другими исследованными КПА. Оче-
видно, стабильность мембраны клеток при меха-
ническом стрессе в значительной мере определя-
ется перераспределением ионов между внутри- и 
внеклеточной средой, обусловленным влиянием 
КПА на различные ион-транспортирующие си-
стемы. Замораживание эритроцитов в растворах 
экзоцеллюлярных соединений (полиэтиленоксид 
и сахароза) с низким содержанием NaCl также 
повышало уровень гемолиза после отогрева отно-
сительно показателей, полученных при использо-
вании растворов, дополненных NaCl до физиоло-
гического уровеня [1]. Полученный эффект может 
быть связан с изменением механических свойств 
мембраны, о чем свидетельствуют результаты на-
ших экспериментов. Кроме того, было отмечено, 
что при относительно высоком содержании NaCl 
(48–150 мМ) лучший криозащитный эффект обе-
спечивала сахарозы, а при низком содержании 
соли (0–48 мМ) − полиэтиленоксид [1]. Представ-
ленные факты являются основанием для проведе-
ния дальнейших исследований, направленных на 
определение критического уровня концентрации 
NaCl в растворах КПА для изменений механи-
ческой устойчивости клеток. Полученные экспе-
риментальные данные могут быть полезны при 
разработке криоконсервантов на основе экзоцел-
люлярных веществ. 

Анализируя причины снижения механической 
устойчивости клеток при повышении концентра-
ции NaCl во внеклеточной среде, важно указать 
на ее одновременное увеличение внутри клеток 
вследствие их осмотического сжатия и перерас-

Рис. 1. Гемолитические повреждения эритроцитов при 
механическом стрессе в растворах NaCl: (♦ − 150 мМ 
(контроль), ■ – 400 мМ, ▲ − 600 мМ).
Fig. 1. Hemolytic damages in erythrocytes during mecha-
nical stress in NaCl solutions: (♦ − 150 mM (control), ■ – 
400 mM, ▲ − 600 mM).
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transporting systems. The erythrocyte freezing in 
solutions of exocellular compounds (polyethylene 
oxide and sucrose) with a low NaCl content also 
increased the hemolysis level after thawing as 
compared with the indices obtained when using the 
solutions supplemented with NaCl up to physiolo-
gical level [8]. The resulted eff ect may be associated 
with a change in mechanical properties of the 
membrane, as evidenced by our fi ndings. In ad-
dition, it was noted that under a relatively high NaCl 
content (48–150 mM), a higher cryoprotective eff ect 
was provided by sucrose, but under low salt content 
(0–48 mM) it was done by polyethylene oxide [8].
The reported facts are the reason for further studies 
aimed at determining the critical level of NaCl 
concentration in CPAs solutions to change the cell
mechanical stability. These fi ndings may be useful 
in designing the exocellular substance-based cryo-
preservatives.

When analyzing the reasons for a decrease in 
mechanical stability of cells with an increase in 
NaCl concentration in extracellular medium, it is im-
portant to indicate its simultaneous increase inside 
the cells due to their osmotic shrinkage and ion 
redistribution. Therefore, a negative eff ect may be 
realized via modifying the characteristics of both 
outer and inner layers of membrane, and cytoskeletal 
proteins as well. Disorders of structural state or 
interactions between the components of membrane-
cytoskeleton complex may be associated with 
screening of surface charges of macromolecules. 
The impact of high ionic strength on protein modifi -



пределения ионов. Поэтому негативный эффект 
может быть реализован через модификацию харак-
теристик как наружного, так и внутреннего слоев 
мембраны, а также белков цитоскелета. Наруше-
ния структурного состояния или взаимодействий 
между компонентами мембрано-цитоскелетного 
комплекса могут быть связаны с экранированием 
поверхностных зарядов макромолекул. Влияние 
высокой ионной силы на модификацию белков 
подтверждается уменьшением содержания ан-
кирина, белков полос 3 и 4.2 в препаратах изо-
лированных мембранных скелетов эритроцитов, 
полученных с использованием тритона Х-100, по 
мере увеличения ионной силы экстрагирующего 
раствора (5−600 мM NaCl) [29]. Этот факт указы-
вает на изменение сродства между белками, опо-
средующими связь цитоскелета с трансмембран-
ными компонентами в данных условиях. Кроме 
того, повышение концентрации соли может из-
менять связи между компонентами мембрано-ци-
тоскелетного комплекса через липидные рафты, 
обогащенные специфическими маркерными бел-
ками, значительная часть которых прикреплена 
к цитоскелетной сети эритроцитов посредством 
электростатических взаимодействий, которые на-
рушаются при увеличении ионной силы и/или рН 
[12, 13]. Такие трансформации делают мембрану 
более чувствительной к стрессовым воздействи-
ям и способствуют дестабилизации эритроцитов 
в гипертонических растворах NaCl при механиче-
ском стрессе. 

Рис. 2. Гемолитические повреждения эритроцитов в 15%-х растворах КПА 
при механическом стрессе в течение 30 мин: ■■ − водные растворы; ■■ − 
растворы с включением 150 мМ NaCl, 10 мМ Трис-HCl (pH 7,4). Различия 
между водными и электролит-содержащими растворами КПА статистиче-
ски значимы, р < 0,01.
Fig. 2. Hemolytic damages of erythrocytes in 15% CPAs solutions under 
mechanical stress within 30 min: ■■ − aqueous solutions; ■■ − solutions 
supplemented with 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7.4). Diff erences 
between aqueous and electrolyte-containing CPAs solutions are statistically 
signifi cant, p < 0.01.
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cation is confi rmed by a decreased 
content of ankyrin, band 3 and 
protein 4.2 in the samples of 
isolated erythrocyte membrane 
skeletons, obtained by means of 
Triton X-100, with increasing an 
ionic strength of extracting solu-
tion (5–600 mM NaCl) [22]. This 
fact indicates a change in the af-
fi nity between the proteins, media-
ting the connection of cytoskeleton 
with transmembrane components 
under these conditions. In addition, 
an increase in salt concentration 
may change the contacts between 
the membrane-cytoskeleton comp-
lex components through the li-
pid rafts, enriched with specifi c 
marker proteins, a signifi cant part 
of which is attached to cytoskeletal 
network of erythrocytes through 
electrostatic interactions, which 
are disordered with an increase 
in ionic strength and/or pH [4, 5].

These transformations make the membrane more 
sensitive to stressful eff ects and contribute to eryth-
rocyte destabilization in hypertonic NaCl solutions 
under mechanical stress.

The change in erythrocyte membrane mechanical 
stability with an increase in NaCl concentration 
in extracellular medium may be also stipulated by 
peculiarities of selective eff ect of Na+ and K+ ions
on lipid-ion interactions in membrane. It is known 
that at the same concentration of Na+ and K+, the Na+ 
ions are more strongly adsorbed on polar heads of 
lipids, and a signifi cant excess of K+ concentration 
is necessary to overcome the Na+ redundancy on 
membrane [32]. This is of especial importance for 
intracellular membrane surface, where the nega-
tively charged lipids predominate. Therefore, if a 
relative content of Na+ in cytoplasm augments, a 
redistribution of cations associated with lipid head 
groups becomes possible, aff ecting the electrostatic 
potential of inner surface of membrane and disor-
dering the balance of structural characteristics of its 
outer and inner layers [32].

A negative eff ect of electrolyte absence in cryo-
protective media on erythrocyte membrane mecha-
nical stability is obviously associated with the 
dynamics of changes in membrane potential. It 
is known that when transferring cells into an iso-
tonic medium with low ionic strength (sucrose-
contained), a transmembrane potential sharply in-
creases from –10 to +73 mV [18] as a result of high 
membrane permeability for Cl– ions, being 100 times 
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Изменение механической устойчивости мем-
бран эритроцитов при повышении концентрации 
NaCl во внеклеточной среде также может быть 
обусловлено особенностями селективного влия-
ния ионов Na+ и К+ на липид-ионные взаимодей-
ствия в мембране. Известно, что при одинаковой 
концентрации Na+ и К+ ионы Na+ сильнее адсор-
бируются на полярных головках липидов, и для 
преодоления избыточности Na+ на мембране необ-
ходимо значительное превышение концентрации 
К+ [38]. Это особенно важно для внутриклеточной 
поверхности мембраны, на которой преоблада-
ют отрицательно заряженные липиды. Поэтому 
в случае увеличения относительного содержания 
Na+ в цитоплазме возможно перераспределение 
катионов, связанных с липидными головными 
группами, которое влияет на электростатический 
потенциал внутренней поверхности мембраны и 
нарушает баланс структурных характеристик ее 
наружного и внутреннего слоев [38]. 

Негативное влияние исключения электроли-
тов из криопротекторных сред на механическую 
устойчивость эритроцитов, очевидно, связано с 
динамикой изменений мембранного потенциала. 
Известно, что при переносе клеток в изотониче-
скую среду с низкой ионной силой (содержащей 
сахарозу) трансмембранный потенциал резко уве-
личивается с –10 до +73 мВ [25] в результате вы-
сокой проницаемости мембраны для ионов Cl–, в 
100 раз превышающей ее проницаемость для Na+ 

и K+. Однако в течение 30–60 мин значение по-
тенциала снижается до равновесного состояния 
[25] благодаря активации К+(Na+)/H+-обменника 
и неселективного потенциал-зависимого катион-
ного канала [11]. Кроме того, в данных услови-
ях происходит также увеличение значения вну-
триклеточного рН до 7,7 с последующим более 
медленным подкислением цитоплазмы до 7,2 в 
течение 30 мин [20]. Очевидно, что возникнове-
ние диффузного потенциала Cl– при исключении 
Na+ из внеклеточной среды, последующее пере-
распределение катионов и изменение значений 
внутриклеточного рН могут происходить и в ги-
пертонических растворах КПА, что приводит к 
дестабилизации структурных компонентов мем-
браны. 

Еще одним механизмом дестабилизации мем-
бран в условиях стресса при снижении ионной 
силы среды является изменение плотности упа-
ковки липидных молекул [22]. При отсутствии 
электролитов в среде усиливается электростати-
ческое отталкивание полярных головных групп 
фосфолипидов, что увеличивает расстояние меж-
ду ними и снижает способность образовывать 
водородные связи. Вследствие чего плотность 

higher than its permeability for Na+ and K+. Ho-
wever, within 30–60 min, the potential value 
decreases down to the equilibrium state [18] due
to the activation of K+(Na+)/H+-exchanger and non-
selective potential-dependent cation channels [3]. In 
addition, under these conditions, the value of intra-
cellular pH also increases up to 7.7, followed by a 
slower acidifi cation of cytoplasm to 7.2 within 30 min
[13]. Obviously, the appearance of diff usion poten-
tial of Cl– when excluding Na+ from extracellular 
medium, and a subsequent cation redistribution and 
a change in values of intracellular pH may occur
in hypertonic solutions of CPAs as well, resulting in 
destabilization of structural components of memb-
rane. 

A change in packing density of lipid molecules is 
other mechanism of membrane destabilization under 
stress when an ionic strength of the medium decreases 
[15]. When there are no electrolytes in the medium, 
an electrostatic repulsion of polar head groups of 
phospholipids is enhanced, increasing thereby the 
distance between them and reducing their capability 
to form hydrogen bonds. As a result, the packing 
density of tail residues also decreases, by reducing 
the favorable van der Waals interactions between
the tail parts of lipid molecules.

The erythrocyte stability under mechanical stress 
with a change in Ca2+ level within cryoprotective
media was assessed in glycerol and PEG as the 
examples. Taking into account the fact, that the source 
for an increase in [Ca2+]in may be the trace amounts
of ions in saline solutions, achieving the concen-
tration of 10–6–10–5 M [24], and a random entry of 
Ca2+ through the channel-like paths in erythrocyte 
membranes [2], the assumption arises whether the
Ca2+ removal from cryoprotective solutions by che-
lating of divalent cations with EDTA will lead 
to changes in erythrocyte membrane mechanical 
stability and aff ect the cell survival during cryo-
preservation. At the same time, an increase in Ca2+ 
concentration (1 mM) in cryoprotective media up 
to the level of physiological values may promote 
elucidating the role of Ca2+-regulated processes in 
maintaining the erythrocyte membrane mechanical 
stability under stress conditions. As experiments 
showed, the introduction of Ca2+ or EDTA into PEG-
containing media caused an almost twofold increase 
in erythrocyte hemolysis under mechanical stress 
as compared with cell damage in unmodifi ed so-
lution (Fig. 3). The EDTA caused a similar reac-
tion in a glycerol-containing medium, but Ca2+ 
caused no signifi cantly eff ect on cell resistance
(Fig. 3). Thus, when including EDTA into glycerol- 
and PEG-containing media, the erythrocyte memb-
rane mechanical stability decreases regardless of 



упаковки хвостовых остатков также снижается, 
уменьшая благоприятные ван-дер-ваальсовы вза-
имодействия между хвостовыми частями липид-
ных молекул. 

Оценка стабильности эритроцитов в услови-
ях механического стресса при изменении уровня 
Са2+ в составе криопротекторных сред проведена 
на примере глицерола и ПЭГ. Принимая во вни-
мание, что источником роста [Са2+]in могут быть 
следовые количества ионов в солевых растворах, 
достигающие концентрации10–6–10–5М [31], и 
случайный вход Ca2+ через каналоподобные пути 
в мембранах эритроцитов [10] возникает пред-
положение: удаление Са2+ из криопротекторных 
растворов хелатором двухвалентных катионов 
ЭДТА приведет к изменениям механической ста-
бильности эритроцитов и повлияет на выживание 
клеток в процессе криоконсервирования. Вместе 
с тем повышение концентрации Са2+ (1мМ) в кри-
опротекторных средах до уровня физиологиче-
ских значений может способствовать выяснению 
роли Са2+-регулируемых процессов в поддержа-
нии механической устойчивости эритроцитов в 
стрессовых условиях. Как показали эксперимен-
ты, введение Са2+ или ЭДТА в ПЭГ-содержащие 
среды вызывало повышение гемолиза эритро-
цитов в условиях механического стресса практи-
чески в два раза в сравнении с повреждением кле-
ток в немодифицированном растворе (рис. 3). В 
глицерол-содержащей среде ЭДТА вызывал сход-
ную реакцию, однако Са2+ не оказывал значимого 
влияния на устойчивость клеток (рис. 3). Таким 
образом, при включении ЭДТА в состав глицерол- 
и ПЭГ-содержащих сред снижение механической 
устойчивости эритроцитов происходит независи-
мо от типа КПА, в то время как при добавлении 
Са2+ негативный эффект отмечается только в при-
сутствии ПЭГ. Очевидно, дестабилизирующий 
эффект ЭДТА на эритроциты связан с влиянием на 
мембрано-связанный Са2+, а увеличение концент-
рации Са2+ в растворах КПА выявляет различия в 
функционировании Са2+-регулирующих систем в 
клетках в присутствии данных КПА [4, 6, 7]. 

Необходимо отметить, что механическая ста-
бильность и деформируемость эритроцитов из-
меняются независимо друг от друга, поскольку 
контролируются различными белок-белковыми 
взаимодействиями [14]. При этом модификация 
компонентов мембрано-цитоскелетного комплек-
са, сопровождаемая изменениями свойств мем-
браны, может быть связана как с физико-химиче-
скими факторами среды, так и биохимическими 
процессами, контролируемыми изменением [Са2+]in. 
Влияние Ca2+ на физические свойства мембран 
эритроцитов проявляется как в повышении, так 
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Рис. 3. Влияние Са2+ и ЭДТА на гемолитические по-
вреждения эритроцитов при механическом стрессе в
течение 60 мин в 15%-х растворах криопротекторных 
агентов, дополненных 150 мМ NaCl, 10 мМ Трис-HCl 
(pH 7,4); ■■ − образцы, не включающие Са2+ и ЭДТА;
■■ − образцы, включающие 1 мМ Са2+; ■■ − образцы, 
включающие ЭДТА.* – значимое повышение гемолиза 
относительно растворов без включения Са2+ и ЭДТА,
р < 0,05.
Fig. 3. Ca2+ eff ect and EDTA on hemolytic damage of 
erythrocytes under mechanical stress within 60 min in 
15% CPAs solutions, supplemented with 150 mM NaCl, 
10 mM Tris-HCl (pH 7.4); ■■ − samples, not including Ca2+ 
and EDTA; ■■ − samples, including 1 mM Ca2+; ■■ − samples 
including EDTA. * – a signifi cant increase of hemolysis  
relative to the solutions without Ca2+ and EDTA inclusion, 
p < 0.05. 
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the type of CPAs, while introducing Ca2+, a nega-
tive eff ect is only observed in PEG presence. Ob-
viously, a destabilizing activity of EDTA on erythro-
cytes is associated with its eff ect on membrane-
bound Ca2+, and an increase in Ca2+ concentration in 
CPAs solutions reveals the diff erences in functioning 
of Ca2+-regulating systems in cells in presence of 
these CPAs [37–39]. 

Of note is the fact that the erythrocyte membrane 
mechanical stability and deformability change inde-
pendently of each other, since they are control-
led by diff erent protein-protein interactions [6]. Mo-
reover, the modifi cation of components of memb-
rane-cytoskeleton complex, accompanied by changes 
in membrane properties, can be operated by both 
physicochemical factors of medium and biochemical 
processes, controlled by a change in [Ca2+]in. The 
Ca2+ eff ect on physical properties of erythrocyte 
membranes is manifested both in increasing and 
decreasing the mechanical stability, and implemented 
in various ways. In particular, the phosphorylation 
of protein 4.1 by Ca2+-dependent enzyme of protein-
kinase C signifi cantly reduced a mechanical stability 
of membrane due to a decrease in its affi  nity for 
spectrin and actin, as well as protein 4.1-mediated 
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и снижении механической стабильности и реа-
лизуется различными путями. В частности, фос-
форилирование белка полосы 4.1 Са2+-зависимым 
ферментом протеинкиназой С заметно снижало ме-
ханическую стабильность мембраны в результате 
уменьшения его сродства к спектрину и актину, а 
также опосредованной им диссоциации гликофо-
рина C от мембранного скелета [23]. В тоже время 
повышение [Ca2+]in в изотонических условиях при 
инкубировании эритроцитов с ионофором А23187 
в присутствии 0,1 мМ Ca2+ существенно снижа-
ло уровень гемолиза, индуцированного гидроста-
тическим давлением (200 MПa), что свидетель-
ствовало о повышении стабильности мембран к 
механическим напряжениям [16]. Кроме того, с 
помощью атомно-силовой микроскопии показа-
но, что повышение содержания Ca2+ увеличивает 
жесткость цитоскелета, и его морфология в на-
тивной клетке становится схожей с цитоскелетом, 
фиксированным глутаровым альдегидом [21].

Результат влияния Ca2+ на механические свой-
ства эритроцитов определяется, прежде всего, его 
концентрацией в клетке, что было продемонстри-
ровано на замкнутых тенях эритроцитов, полу-
ченных в присутствии Ca2+ и кальмодулина [36]. 
В частности, концентрации Ca2+ в диапазоне 1–
100 мкМ существенно снижали механическую 
стабильность мембраны в присутствии кальмоду-
лина, а при уровне Ca2+ выше 100 мкМ уменьша-
лась деформируемость мембран, при этом каль-
модулин не оказывал значимого эффекта. Наб-
людаемые изменения стабильности мембран [36] 
связаны с влиянием разных концентраций Ca2+ и 
кальмодулина на взаимодействие в тройном ком-
плексе «спектрин-белок полосы 4.1-актин», ко-
торый является центром объединения соседних 
спектриновых тетрамеров. Кроме того, Ca2+ и каль-
модулин играют критическую роль в регуляции 
взаимодействий белка полосы 4.1 с различными 
трансмембранными партнерами, включая глико-
форин C, белок полосы 3 и CD44 [30]. 

Оценивая влияние Ca2+ на клетки, важно учи-
тывать, что Ca2+ не только опосредует регуляцию 
белок-белковых взаимодействий, но также является 
триггером сложного биохимического процесса 
эриптоза. Увеличение [Ca2+]in на этапе инкубиро-
вания эритроцитов с КПА может способствовать 
механической стабильности мембран и выжива-
нию клеток в условиях замораживания-отогрева, 
однако различия в уровне изменений [Ca2+]in под 
влиянием глицерола и ПЭГ, вероятно, являются 
причиной разной жизнеспособности клеток при 
возвращении в физиологические условия. Ранее 
было установлено, что ПЭГ и глицерол по-раз-
ному влияют на активность Са2+-АТРазы [4, 6, 7], 

glycophorin C dissociation from membrane skeleton 
[16]. At the same time, an increase in [Ca2+]in under 
isotonic conditions during erythrocyte incubation 
with A23187 ionophore in the presence of 0.1 mM 
Ca2+ signifi cantly reduced the level of hemolysis, 
induced by hydrostatic pressure (200 MPa), which 
indicated an increase in membrane stability to 
mechanical stresses [9]. In addition, the using of 
atomic force microscopy demonstrated an increase in 
Ca2+ content to augment the cytoskeleton rigidity, and 
its morphology in a native cell became similar to the 
cytoskeleton, fi xed with glutaraldehyde [14].

The result of Ca2+ impact on mechanical proper-
ties of erythrocytes is most notably determined
by its concentration inside cell, that was demons-
trated in sealed erythrocyte ghosts, obtained in pre-
sence of Ca2+ and calmodulin [30]. In particular, the 
Ca2+ concentrations within the range of 1–100 μM
signifi cantly reduced the membrane mechanical 
stability in calmodulin presence. Meanwhile, at
the Ca2+ level above 100 μM the membrane deforma-
bility decreased, wherein the calmodulin caused no 
signifi cant eff ect. The observed changes in membrane 
stability [30] are associated with the impact of dif-
ferent concentrations of Ca2+ and calmodulin on the
interaction in the ‘spectrin-protein 4.1-actin’ ternary 
complex, which is the center of association of ad-
jacent spectrin tetramers. In addition, Ca2+ and cal-
modulin play a critical role in regulating the inte-
ractions of protein 4.1 with diff erent transmemb-
rane partners, including glycophorin C, band 3 and 
CD44 [23].

When assessing the Ca2+ eff ect on cells, it is 
important to take into account the fact, that Ca2+ 
not only mediates the regulation of protein-protein 
interactions, but triggers the complex biochemical 
process of eryptosis as well. An increase in [Ca2+]in
at the stage of erythrocyte incubation with CPAs
may contribute to mechanical stability of memb-
ranes and cell survival under freeze-thawing, but the 
diff erences in level of the changes in [Ca2+]in under 
glycerol and PEG impact are probably responsible
for diff erent cell viability when returning to physio-
logical conditions. The PEG and glycerol were 
previously found to diff erently aff ect the activity of 
Ca2+-ATPase [37–39], and the erythrocytes cryopre-
served under their protection demonstrated diff erent 
stability when transferred into physiological con-
ditions. In contrast to glycerol, the PEG hypertonic 
solutions caused a sharp decrease in Ca2+-ATPase 
erythrocyte activity [37, 39], as a result of which a 
signifi cant increase in [Ca2+]in was possible, since
even an isotonic PEG solution caused a 10-fold 
increase in its entry into cells [12]. Meanwhile, by 
the data of the Fluo-4 fl uorescence intensity, the 



а эритроциты, криоконсервированные под их за-
щитой, демонстрируют разную устойчивость при 
переносе в физиологические условия. В отличие 
от глицерола, гипертонические растворы ПЭГ 
вызывали резкое снижение активности Са2+-АТ-
разы эритроцитов [4, 7], вследствие чего возмо-
жен значительный рост [Ca2+]in, поскольку даже 
изотонический раствор ПЭГ вызывал 10-кратное 
увеличение его входа в клетки [19]. Вместе с тем 
по данным интенсивности флуоресценции Fluo-4 
инкубирование эритроцитов на протяжении 30 мин
в гипертоническом растворе глицерола вызыва-
ло лишь небольшое увеличение уровня Ca2+ [18]. 
Поскольку повышение [Са2+]in в эритроцитах под 
влиянием ПЭГ не только модифицирует механо-
эластические свойства мембраны, но также может 
активировать эриптоз, естественно было предпо-
ложить, что снижение его поступления в клетку 
из внеклеточной среды позитивно повлияет на 
жизнеспособность криоконсервированных кле-
ток при возвращении в физиологические условия. 
Одним из путей, препятствующих росту [Ca2+]in, 
является связывание его хелатором ЭДТА во вне-
клеточной среде. Однако негативные последствия 
включения ЭДТА в криопротекторные среды для 
механической устойчивости эритроцитов свиде-
тельствуют о ее влиянии не только на ионы Са2+

в растворе, но, очевидно, и на мембрано-связан-
ный Са2+. 

Действительно, как показало молекулярно-ди-
намическое моделирование [32], ионы Са2+ тесно 
связаны с анионными группами липидных моле-
кул и составляют неотъемлемую часть интерфей-
са мембраны, располагаясь в узкой полосе (~10Å) 
вдоль фосфатных групп, а их взаимодействие с 
липидными молекулами повышает плотность мо-
лекулярной упаковки липидов. Поэтому удаление 
ионов Са2+ из интерфейса мембран эритроцитов 
хелатором ЭДТА дестабилизирует структуру мем-
браны и ослабляет механическую устойчивость 
клеток. Следовательно, включение ЭДТА в крио-
протекторные среды неприемлемо. Проблему 
повышения стабильности эритроцитов, криокон-
сервированных в присутствии ПЭГ, следует, оче-
видно, решать на основе специфических фарма-
цевтических ингибиторов, блокирующих вход 
Са2+ в клетки.

Анализ механической устойчивости эритроци-
тов после замораживания-отогрева в присутствии 
глицерола и ПЭГ показал (рис. 4), что гемолити-
ческие повреждения криоконсервированных эри-
троцитов выше в сравнении с соответствующи-
ми показателями клеток, инкубируемых в 15%-х 
растворах КПА и дополненных 150 мМ NaCl, 
10 мМ Трис-HCl (pH 7,4). Удаление глицерола из 

Рис. 4. Гемолитические повреждения эритроцитов, кри-
оконсервированных под защитой глицерола и ПЭГ, при 
механическом стрессе в течение 30 мин: ■■ − эритро-
циты, не подвергавшиеся замораживанию; ■■ − раз-
мороженные эритроциты; ■■ − эритроциты, отмытые от 
криопротекторов после размораживания. Все экспери-
ментальные группы значимо отличаются от контроля, 
р < 0,01.
Fig. 4. Hemolytic damage in erythrocytes, cryopreser-
ved with glycerol and PEG under mechanical stress for 
30 min: ■■ − erythrocytes not subjected to freezing; ■■ − 
frozen-thawed erythrocytes; ■■ − erythrocytes washed
from cryoprotectants after freeze-thawing. *– all the 
experimental groups diff er signifi cantly from the control,
p < 0.01. 
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erythrocyte incubation for 30 min in hypertonic 
glycerol solution caused just a slight increase in Ca2+ 
level [11]. Since an increase in [Ca2+]in in erythrocytes 
under PEG eff ect not only modifi es the mecha-
noelastic properties of membrane, but may activate 
the eryptosis as well, so it was natural to assume that 
a decrease in its entry into cell from extracellular 
medium would positively aff ect the viability of 
cryopreserved cells when returning to physiological 
conditions. One of the pathways, preventing the 
[Ca2+]in augmentation is its binding by EDTA chelator 
in extracellular medium. However, the negative 
consequences of EDTA inclusion into cryoprotec-
tive media for erythrocyte membrane mechanical 
stability testifi es to its impact not only on Ca2+ ions 
in solution, but, obviously, on membrane-bound Ca2+ 
as well.

Indeed, as shown by molecular dynamics mo-
deling [25], the Ca2+ ions are tightly linked to anio-
nic groups of lipid molecules and constitute an 
integral part of membrane interface, by locating in 
a narrow band (~ 10Å) along the phosphate groups,
and their interaction with lipid molecules increa-
ses the density of molecular packing of lipids. 
Therefore, the removal of Ca2+ ions from erythro-
cyte membrane interface by EDTA chelator desta-
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криоконсервированных эритроцитов приближа-
ло уровень гемолитических повреждений клеток 
в условиях механического стресса к контроль-
ному, хотя устойчивость их была все же ниже, 
чем в контроле. Очевидно, серьезных наруше-
ний свойств мембрано-цитоскелетного комплекса 
эритроцитов, криоконсервированных в присут-
ствии глицерола, не происходит, что позволяет ис-
пользовать такие клетки в клинической практике, 
несмотря на то, что срок их жизни в русле крови 
может быть меньше, чем нативных. Вместе с тем 
криоконсервированные под защитой ПЭГ эри-
троциты, даже после удаления криопротектора из 
клеточной суспензии, демонстрировали высокий 
уровень гемолиза при механическом стрессе, ко-
торый значимо отличался не только от контроля, 
но и от уровня гемолиза криоконсервированных 
эритроцитов, отмытых от глицерола. Снижение 
механической устойчивости криоконсервирован-
ных под защитой ПЭГ эритроцитов может указы-
вать как на сублетальные повреждения мембран 
в процессе замораживания-отогрева [3], так и на 
негативные последствия развития биохимичес-
ких реакций, активированных высокой [Ca2+]in. 
Следовательно, перенос таких клеток в русло 
крови реципиента мог бы иметь серьезные по-
следствия для его здоровья. Тем не менее, прини-
мая во внимание преимущества безотмывочного
способа криоконсервирования клеток под защи-
той ПЭГ, целесообразность дальнейших иссле-
дований механизмов модификации компонентов 
мембрано-цитоскелетного комплекса под влияни-
ем КПА и замораживания для повышения устой-
чивости клеток в физиологических условиях не 
вызывает сомнений. При этом оценка механиче-
ской устойчивости криоконсервированных эри-
троцитов может применяться в клинической прак-
тике как функциональный тест.

Выводы
1. Рост концентрации солей во внеклеточной 

среды приводит к снижению механической ста-
бильности эритроцитов, указывая на возможность 
повреждения клеток в ходе замораживания-ото-
грева за счет снижения механической устойчиво-
сти мембраны. 

2. Увеличение гемолитических повреждений 
эритроцитов при механическом стрессе в присут-
ствии гипертонических растворов КПА, не содер-
жащих электролитов, свидетельствует о важной 
роли электростатически контролируемых взаимо-
действий в мембране для их модификации в при-
сутствии КПА.

3. Устойчивость эритроцитов при механи-
ческом стрессе в присутствии глицерола и ПЭГ 

bilizes the membrane structure and weakens a me-
chanical stability of cells. Therefore, the introduction 
of EDTA into cryoprotective media is unacceptable. 
The task of increasing the stability of erythrocytes, 
cryopreserved in the PEG presence should obvio-
usly be solved basing on specifi c pharmaceutical 
inhibitors that block Ca2+ entry into cells. 

Analysis of erythrocyte mechanical stability after
their freeze-thawing in glycerol and PEG presence 
showed (Fig. 4) the hemolytic damages in cryo-
preserved erythrocytes to be higher as compared
with the corresponding indices of cells incuba-
ted with 15% CPAs solutions, supplemented with
150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7.4). The re-
moval of glycerol from cryopreserved erythrocytes 
approached the level of hemolytic damages of cells 
under mechanical stress to the control, although
their resistance was still lower than in the na-
tive cells. Obviously, no serious disorders of proper-
ties in membrane-cytoskeletal complex of the eryth-
rocytes, cryopreserved in glycerol presence occur,
that allows using these cells in clinical practice, 
despite the fact that their life span in bloodstream 
may be shorter vs. native ones. At the same time, the 
erythrocytes, cryopreserved under PEG protection, 
even after cryoprotectant removal from cell sus-
pension, showed a high hemolysis level under 
mechanical stress, which signifi cantly diff ered not 
only from the control, but the hemolysis level of 
cryopreserved erythrocytes washed free of glycerol 
as well. A decrease in mechanical stability of 
erythrocytes cryopreserved under PEG protection
may indicate both sublethal membrane damages 
during freeze-thawing [36] and negative consequen-
ces of development of biochemical reactions, 
activated by high [Ca2+]in. Consequently, the transfer 
of these cells into recipient’s bloodstream could have 
serious consequences for health. Nevertheless, ta-
king into account the advantages of no-wash me-
thod of cell cryopreservation under PEG protec-
tion, the expediency of further studies of modifi -
cation mechanisms for the membrane-cytoskeletal 
complex components under CPAs eff ect and freezing 
to increase the cell stability under physiological
conditions, is beyond doubt. Moreover, the assess-
ment of mechanical stability of cryopreserved ery-
throcytes may be used in clinical practice as a 
functional test.

Conclusions
1. An increase in salt concentration in extracellular 

medium entails a decrease in erythrocyte membrane 
mechanical stability, indicating a possible cell da-
mage during freeze-thawing due to a decrease in 
mechanical stability of membrane.



зависит от наличия ионов Са2+ в среде и может 
определяться влиянием защитных соединений на 
активность Са2+-регулирующих мембранных си-
стем. 

4. Механическая устойчивость эритроцитов, 
криоконсервированных в присутствии глицерола, 
подтверждает отсутствие серьезных нарушений 
мембрано-цитоскелетного комплекса, что позво-
ляет использовать такие клетки в клинической 
практике. Снижение механической устойчивости 
эритроцитов, криоконсервированных под защи-
той ПЭГ, может указывать на сублетальные по-
вреждения мембран. 
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