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Реферат: Досліджено утворення активних форм кисню (АФК) і стан білків мембрано-цитоскелетного комплексу (МЦК) 
в еритроцитах, підданих заморожуванню-відігріванню з поліетиленгліколем (ПЕГ) і в подальшому після видалення кріопро-
текторного агента перенесених у фізіологічні умови in vitro. Результати SDS-ПААГ-електрофорезу з застосуванням β-мер-
каптоетанолу показали зниження вмісту спектрину в профілі МЦК кріоконсервованих еритроцитів. Використання діаміду вия-
вило підвищення доступності −SH-груп спектрину до дії реагенту та зростання рівня високомолекулярних поліпептидних комп-
лексів відносно контролю. Зниження вмісту білка смуги 8 (пероксиредоксину) в МЦК еритроцитів, виявлене за допомогою SDS-
ПААГ електрофорезу із застосуванням β-меркаптоетанолу, вочевидь, пов’язується зі зміною його локалізації за умов підвищення 
утворення АФК на попередніх етапах кріоконсервування. Разом з тим під час короткочасної активації метаболізму відсутність 
істотних змін рівня АФК свідчить про здатність кріоконсервованих клітин контролювати окиснювальні процеси.

Ключові слова: еритроцит, мембрана, цитоскелет, білки, активні форми кисню, кріопротектор, поліетиленгліколь, кріокон-
сервування.

Abstract: Production of reactive oxygen species (ROS) and protein state of membrane-cytoskeleton complex (MCC) in the 
erythrocytes, subjected to freeze-thawing with polyethylene glycol (PEG) and subsequently transferred into physiological conditions 
in vitro after cryoprotective agent removal were examined. Results of SDS-PAGE with β-mercaptoethanol showed a decrease in spectrin 
content in the MCC profi le of cryopreserved erythrocytes. The using of diamide revealed an increase in the accessibility of –SH groups 
of spectrin for the reagent and an enhanced level of high molecular weight polypeptide complexes relative to the control. A decrease 
in the content of protein band 8 (peroxiredoxin) in the MCC of cryopreserved erythrocytes revealed by SDS-PAGE with β-mercaptoethanol 
is apparently associated with a change in its localization caused by an increased ROS production at the previous stages of 
cryopreservation. At the same time, the absence of signifi cant changes in the ROS production relative to the control upon the metabolism 
reactivation in erythrocytes indicated the ability of cryopreserved cells to control the oxidative processes during short-term incu-
bation. 

Key words: erythrocyte, membrane, cytoskeleton, protein, reactive oxygen species, cryoprotectant, cryopreservation, polyethylene 
glycol.
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У сучасній медицині застосування кріоконсер-
вованих еритроцитів визначається низкою при-
чин [13]. Дозволені в клінічній практиці методи 
низькотемпературного зберігання крові засновані 
на ендоцелюлярному кріопротекторному агенті 
(КПА) гліцеролі. Кріоконсервовані еритроцити 
зберігають високу життєздатність в руслі крові 
після трансфузії, але їх застосування можли-
ве тільки за умов видалення КПА [20]. Присут-
ність гліцеролу в цитоплазмі створює умови для 
осмотичного шоку після перенесення клітин до 
ізотонічного середовища. У зв’язку з цим ак-
туальними є дослідження, спрямовані на спро-
щення або виключення етапу видалення КПА. 
Одним із шляхів вирішення даної проблеми може 
бути застосування екзоцелюлярних КПА. Пос-

A number of reasons stipulates the use of 
cryopreserved erythrocytes in current medicine [9]. 
The allowed in clinical practice methods for blood 
low temperature storage are based on endocellular 
cryoprotective agent (CPA) glycerol. Cryopreserved 
erythrocytes maintain a high viability in blood-
stream after transfusion, but their use is only 
possible after CPA removal [16]. Glycerol presence 
in cytoplasm provides the conditions for osmotic 
shock after cell transfer into an isotonic medium. In 
this regard, of topicality are the studies aimed either 
to simplify or eliminate the CPA removal step. The 
use of exocellular CPAs may be one of the ways in 
this task solving. When their concentration decreases 
gradually in bloodstream, it eliminates the need to 
remove a protective substance from cell suspension. 
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тупове зниження їхної концентрації в руслі 
крові виключає необхідність видалення захисної 
речовини з клітинної суспензії. Однак еритро-
цити, кріоконсервовані під захистом різних ек-
зоцелюлярних КПА, виявляються нестабільни-
ми в фізіологічних умовах [1, 23]. Це стосується 
й поліетиленгліколю (ПЕГ) з молекулярною ма-
сою 1500, незважаючи на його здатність забезпе-
чувати високу збереженість еритроцитів людини 
після заморожування-відігрівання [1]. Нестабіль-
ність кріоконсервованих клітин у фізіологічних 
умовах in vitro може бути обумовлена як безпо-
середніми порушеннями структури окремих суб-
клітинних компонентів, так і регуляторними про-
цесами, що контролюють структуру мембрани 
[2]. Відомо, що білки мембрано-цитоскелетного 
комплексу (МЦК) відіграють важливу роль у за-
безпеченні функціональних властивостей еритро-
цитів у руслі крові. Тому дослідження модифіка-
ції білків МЦК клітин, кріоконсервованих із ПЕГ, 
під час реактивації метаболічних процесів після 
перенесення у фізіологічні умови in vitro може 
бути корисним для розуміння механізмів пору-
шень, що впливають на функціональну повно-
цінність еритроцитів, і використовуватися як 
інструмент для цілеспрямованого коригування 
негативних процесів у них.

Електрофоретичний аналіз білків є досить 
інформативним способом виявлення модифіка-
цій білків МЦК еритроцитів, підданих замо-
рожуванню-відігріванню. Варіація умов підго-
товки білкових препаратів для електрофорезу 
дозволяє визначити різні аспекти реорганізації 
МЦК. Наприклад, зміни структури макромоле-
кул можуть сприяти дисоціації окремих компо-
нентів з МЦК у цитозоль або, навпаки, їх пере-
ходу в МЦК із цитозолю. Такі зміни виявляються 
у процесі вивчення поліпептидного складу тіней 
еритроцитів (ізольований МЦК) з використанням 
відновлювального реагенту β-меркаптоетанолу 
в солюбілізувальному буфері, який забезпечує от-
римання повного спектра окремих поліпептидів 
МЦК [10].

Застосування білок-зшивного реагенту діаміду 
дозволяє встановити зміни структури макромо-
лекул, які пов’язані з порушеннями локалізації 
−SH-груп. Даний реагент виявився ефективним 
за результатами аналізу модифікацій білків МЦК 
еритроцитів [3] і вільних білків сироватки плацен-
тарної крові [6]. Реагування діаміду з −SH-гру-
пами білків викликає утворення −S−S−-містків 
між поліпептидами, в результаті чого виника-
ють високомолекулярні поліпептидні комплекси 
(ВПК), які виявляються методом електрофорезу 
на стартовій позиції гелю [12]. Включення білків 

However, the erythrocytes cryopreserved with dif-
ferent exocellular CPAs occur to be unstable under 
physiological conditions [3, 19]. This also applies to 
polyethylene glycol (PEG) with molecular weight 
1500, despite its ability to ensure a high survival of 
human erythrocytes after freeze-thawing [3]. The 
instability of cryopreserved cells under physiolo-
gical conditions in vitro may be due to both direct 
structural disorders of individual subcellular com-
ponents and regulatory processes that control the 
membrane structure [22]. Proteins of membrane-
cytoskeleton complex (MCC) are known to play 
a key role in ensuring the functional properties of 
erythrocytes in the bloodstream. Therefore, the stu-
dy of protein modifi cation of MCC in cells, cryo-
preserved with PEG during metabolism reactivation 
after their transfer into physiological conditions 
in vitro is useful to understand the disorder me-
chanisms, aff ecting the functional integrity of erythro-
cytes and may be applied as a tool for targeted 
correction of negative processes in cells.

Electrophoretic analysis of proteins is quite an 
informative way to detect the protein modifi cations 
in erythrocyte MCC, subjected to freeze-thawing. 
Varying the conditions to prepare the protein samp-
les for electrophoresis enables detecting diff erent 
aspects of MCC reorganization. For example, the 
structural changes in macromolecules can promote 
the dissociation of individual components out of 
MCC into cytosol or, conversely, their transition 
from cytosol into MCC. Such changes are revealed 
when studying the polypeptide composition of ery-
throcyte ghosts (isolated MCC) using the reducing 
reagent β-mercaptoethanol in a solubilization buf-
fer, that ensures obtaining a full range of indivi-
dual polypeptides of MCC [5]. 

The use of protein-crosslinking reagent diamide 
enables detecting the structural changes in macro-
molecules, associated with disorders in −SH-group 
localization. Based on the results of protein modifi -
cation analysis of erythrocyte MCC [23] and free 
proteins of placental blood serum, this reagent 
occurred to be effi  cient [6]. The reaction of diamide 
with protein −SH groups induces the formation 
of −S−S− bridges between polypeptides, as a result 
which the high molecular weight polypeptide 
complexes (HMWPC) appear, being detected with 
electrophoresis at starting position of the gel [8]. 
The proteins’ incorporation into HMWPC depends 
on their structural state, determining the accessibility 
of ‘crosslinking’ reagent to −SH groups and may 
change under exposure to physical and chemical 
factors. As a result of polypeptide incorporation into 
HMWPC composition, its relative content in the 
MCC protein profi le decreases. Thus, the analysis 
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у ВПК залежить від їхнього структурного стану, 
який визначає доступність «зшивного» реаген-
ту до −SH-груп і може змінюватися під впливом 
фізико-хімічних факторів. Внаслідок включення 
поліпептиду до складу ВПК його відносний вміст 
у профілі білків МЦК знижується. Таким чином, 
аналіз білкового профілю тіней еритроцитів за до-
помогою SDS-ПААГ-електрофорезу та змін рівня 
індукованих діамідом ВПК відображає ступінь 
модифікації білків МЦК. У даному випадку під-
готовка білків для електрофоретичного аналі-
зу виключає використання β-меркаптоетанолу 
в солюбілізувальному буфері, оскільки важли-
во зберегти усі −S−S− зв’язки між компонен-
тами ВПК.

Окиснювальні процеси, індуковані заморо-
жуванням-відігріванням клітин, також можуть 
сприяти модифікації білків. Утворення таких ак-
тивних форм кисню (АФК), як супероксидний 
радикал (О2•−), перекис водню (Н

2
О

2
) і гідрок-

сил-радикал (•ОН), викликає хімічну трансфор-
мацію компонентів МЦК. Важливо відзначити, 
що клітинні компоненти можуть реагувати на 
підвищення рівня АФК навіть в умовах, коли 
інтенсивність їх утворення незначно переви-
щує контрольні значення. При цьому окиснен-
ня білків може бути сприйнято як регулятор-
ний сигнал, що впливає на білок-білкові взає-
модії [22]. 

Мета роботи — оцінка просторово-кон-
формаційної модифікації білків мембрано-ци-
тоскелетного комплексу та змін інтенсивності 
утворення активних форм кисню в еритроцитах лю-
дини, кріоконсервованих у присутності поліетилен-
гліколю, після видалення кріопротекторного агента 
і перенесення клітин у фізіологічні умови in vitro. 

Матеріали і методи
У роботі використовували такі реагенти: Тріс, 

HEPES, акриламід, біс-акриламід, діамід, феніл-
метилсульфонілфторид (PMSF), азид натрію 
(NaN

3
), EDTA, додецилсульфат натрію (SDS), 

β-меркаптоетанол, барвник Coomassie BB G-250, 
2’,7’-dichlorofl uorescin diacetate (DCFH2-DA) (Sig-
ma, США); бромфеноловий синій (Serva, Німеч-
чина); ПЕГ з м. м. 1500 (Fluka, США); три-
хлороцтова кислота, КCl, MgCl

2
, NaCl, NaH

2
PO

4
, 

Na
2
HPO

4
 (х. ч. або ос. ч.) виробництва України 

та Росії.
Об’єктом дослідження була кров донорів, яку 

надали у Центрі служби крові (м. Харків, Украї-
на). Еритроцити осаджували центрифугуванням 
при 1200g протягом 7 хв при 20‒25°C, видаляли 
плазму і лейкоцитарний шар. Відмивання ери-
троцитів у розчині, що містить 150 мМ NaCl і 

of protein profi le of erythrocyte ghosts using 
SDS-PAGE electrophoresis and a changed 
level of diamide-induced HPCs refl ects the mo-
difi cation rate of MCC proteins. In this case, 
when preparing the proteins for analysis, the use 
of β-mercaptoethanol in a solubilization buff er 
is excluded, since of importance is to preserve all 
the −S−S− bonds between HMWPC components. 

Oxidative processes induced by cell freeze-
thawing may also contribute to protein modifi cation. 
The production of such reactive oxygen species 
(ROS) as superoxide radical (О2•−), hydrogen 
peroxide (Н

2
О

2
) and hydroxyl radical (•ОН) causes 

the chemical transformation of MCC components. 
The cell components may notably respond to 
an increased ROS level even when the intensity 
of their production slightly exceeds the control 
values. In this case, the protein oxidation may be 
assumed as a regulatory signal, aff ecting the pro-
tein–protein interactions [18].

The research aim herein was to evaluate the 
spatial-conformational modifi cation of proteins of 
membrane-cytoskeletal complex and changes in 
the intensity of reactive oxygen species production 
in human erythrocytes cryopreserved with PEG 
followed by CPA removal and cell transfer into 
physiological conditions in vitro. 

Materials and methods
In this research, the following reagents were 

used: Tris, HEPES, acrylamide, bis-acrylamide, 
diamide, phenylmethylsulfonyl fl uoride (PMSF), so-
dium azide (NaN

3
), EDTA, sodium dodecyl sulfate 

(SDS), β-mercaptoethanol, Coomassie BB G-250 
dye, 2’,7’-dichlorofl uorescin diacetate (DCFH2-DA) 
(Sigma, USA); bromophenol blue (Serva, Germany); 
PEG 1500 (Fluka, USA); trichloroacetic acid, KCl, 
MgCl

2
, NaCl, NaH

2
PO

4
, Na

2
HPO

4
 (chemically pure 

or high pure grades) manufactured in Ukraine and 
Russia.

The research object was the donated blood pro-
vided by the Blood Service Center (Kharkiv, Uk-
raine). Erythrocytes were precipitated by centri-
fugation at 1200g for 7 min at 20–25°C, and the 
plasma and buff y coat layer were removed. The 
erythrocytes were washed out in the solution 
containing 150 mM NaCl and 10 mM Tris-HCl 
(pH 7.4) by thrice centrifugation using the same 
mode (the ratio of cell mass and solution was 
approximately 1:7). The erythrocytes resuspended 
in modifi ed Ringer’s solution (125 mM NaCl; 5 mM 
KCl; 1 mM MgCl

2
; 1 mM CaCl

2
; 32 mM HEPES 

(pH 7.4); 5 mM glucose) were used as the control.
To prepare for freezing, the erythrocytes were 

incubated in the medium containing 0.2 M PEG; 
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10 мМ Трис-HCl (pH 7,4), виконували триразо-
вим центрифугуванням в аналогічному режимі 
(співвідношення клітинної маси й розчину скла-
дало приблизно 1:7). Еритроцити, які ресуспен-
дували в модифікованому середовищі Рінгера 
(125 мМ NaCl; 5 мМ КCl; 1 мМ MgCl

2
; 1 мМ 

CaCl
2
; 32 мМ HEPES (pH 7,4); 5 мМ глюкози), 

використовували як контроль.
Для підготовки к заморожуванню еритро-

цити інкубували в середовищі, яке містить 0,2 М 
ПЕГ; 0,15 М NaCl; 0,01 М Тріс-НCl (рН 7,4), про-
тягом 30 хв при 37°С. Зразки заморожували шля-
хом швидкого занурення у рідкий азот (‒196°С), 
а відігрівали на водяній бані при 37°С з інтен-
сивним погойдуванням. Розморожені еритроци-
ти осаджували центрифугуванням (5 хв, 1200g), 
ретельно видаляли супернатант і зруйновані 
клітини. Потім до осаджених клітин (~ 1 мл) до-
давали 8 мл розчину (150 мМ NaCl; 10 мМ Тріс-
HCl (pH 7,4)) і центрифугували 5 хв при 1200g. 
З осаду відбирали аліквоти еритроцитів і ресу-
спендували в середовищі Рінгера для отриман-
ня необхідної концентрації клітин у кожній серії 
експериментів.

Для обробки діамідом на першому етапі 
експериментів еритроцити, підготовлені від-
повідно до вищеописаних процедур, ресус-
пендували в розчині Рінгера до кінцевого ге-
матокриту 10%. Усі зразки ділили на дві ча-
стини, до однієї з яких додавали діамід до 
кінцевої концентрації 2,5 мМ. Еритроцити 
інкубували в присутності діаміду або без нього 
протягом години при 37°С.

Після завершення інкубації клітин отримува-
ли тіні еритроцитів [10]. Клітини піддавали лізі-
су при 2‒5°C розчином, що містить 10 мМ нат-
рій-фосфатного буфера (рН 8,0) і 0,1 мМ PMSF 
(співвідношення об’ємів клітинної суспензії та 
розчину становило ~ 1:30), а потім центрифугува-
ли при 20000g протягом 10 хв при 4°С. Відмивання 
тіней від гемоглобіну повторювали двічі з вико-
ристанням лізувального середовища, яке не міс-
тило PMSF. Аліквоти осаджених тіней ерит-
роцитів, інкубованих із діамідом, розчиняли 
в Sample-буфері: 0,05 М Тріс-НСl (рН 6,8); 2% 
SDS; 20% гліцерину; 0,7 мг/мл PMSF; 0,4 мг/мл 
NaN

3
; 0,01% бромфенолового синього. Зразки, 

інкубовані без діаміду, розчиняли в Sample-бу-
фері аналогічного складу з включенням 5% 
β-меркаптоетанолу.

Електрофорез білків тіней еритроцитів про-
водили в камері «Bio Rad Protean II Multi-Gel 
Casting chamber» (Bio Rad, США) в SDS-ПААГ 
за системою Лемлі [10]. Градієнтний роздільний 
гель відповідав концентрації полімеризуваль-

0.15 M NaCl; 0.01 M Tris-HCl (pH 7.4) for 30 min 
at 37°C. Samples were frozen via rapid immersion 
into liquid nitrogen (–196°C) and thawed in 
a water bath at 37°C with intensive shaking. The 
frozen-thawed erythrocytes were precipitated by 
centrifugation (5 min, 1200g), and the supernatant 
and destroyed cells were carefully removed. Then, 
the precipitated cells (~1 ml) were supplemented 
with 8 ml of the solution (150 mM NaCl; 10 mM 
Tris-HCl (pH 7.4)) and centrifuged for 5 min 
at 1200 g. The erythrocyte aliquots were collected 
from sediment and resuspended in Ringer’s solu-
tion to obtain the required cell concentration in 
each series of experiments.

For treatment with diamide at the fi rst step of the 
experiments, the erythrocytes, prepared in accor-
dance with the above procedures, were resuspended 
in Ringer’s solution up to 10% fi nal hematocrit. 
All the samples were divided into two parts; 
the one of them was supplemented with dia-
mide to a fi nal concentration of 2.5 mM. Erythro-
cytes were incubated with or without diamide for 
one hour at 37°C. 

The erythrocyte ghosts were obtained after cell 
incubation completing [5]. Cells were lysed at 2–
5°C by the solution containing 10 mM sodium 
phosphate buff er (pH 8.0) and 0.1 mM PMSF 
(volume ratio of cell suspension and solution was 
~ 1:30), and then centrifuged at 20 000g for 10 min 
at 4°C. The ghost washing out of hemoglobin 
was repeated twice using a lysing PMSF-free 
medium. The aliquots of precipitated erythrocyte 
ghosts, incubated with diamide were dissolved in 
Sample buff er: 0.05 M Tris-HCl (pH 6.8); 2% SDS; 
20% glycerol; 0.7 mg/ml PMSF; 0.4 mg/ml NaN

3
; 

0.01% bromophenol blue. The samples incubated 
without diamide were dissolved in the Sample 
buff er of the same composition, supplemented 
with 5% β-mercaptoethanol.

Electrophoresis of erythrocyte ghost proteins 
was performed in Bio Rad Protean II Multi-
Gel Casting Chamber (Bio Rad, USA) in SDS-
PAGE according to Laemmli system [5]. Gradient 
separating gel corresponded to 5–20% concentration 
of polymerizing substances (acrylamide, bis-acry-
lamide). Proteins in gel were fi xed in 10% trichlo-
roacetic acid and stained with Coomassie BB G-250 
at room temperature during 1 hour. The dye excess 
was washed out with 7% acetic acid solution. 
Identifi cation of gel fractions was controlled with 
a set of marker proteins (Fermentas life sciences 
Page Ruler SM0661, Thermo Fisher Scientifi c, 
Lithuania). The proteins (relative changes in poly-
peptide content) were qualitative evaluated using 
‘Gel’ software (Certifi cate No. 23683, State Depar-
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них речовин (акриламіду, біс-акриламіду) 5‒20%. 
Білки в гелі фіксували в 10% трихлороцтової кис-
лоти і забарвлювали за допомогою Coomassie 
BB G-250 при кімнатній температурі протя-
гом години. Надлишок барвника відмивали 
розчином 7%-ї оцтової кислоти. Ідентифікацію 
фракцій гелю контролювали набором маркерних 
білків (Fermentas life sciences Page Ruler SM0661, 
Thermo Fisher Scientifi c, Литва). Кількісну оцінку 
білків (відносні зміни вмісту поліпептидів) ви-
конували за допомогою програмного забезпечен-
ня «Gel» (Свідоцтво № 23683, Держдепартамен-
та інтелектуальної власності Міністерства ос-
віти і науки України від 12.02.2008, ІПКіК НАН 
України, Україна).

Для визначення АФК на початковому етапі 
експерименту аліквоти кріоконсервованих клі-
тин (50 мкл) після видалення КПА (як описа-
но вище), ресуспендували в розчині Рінгера до 
концентрації близько 4 × 107 кл/мл та інкубували 
протягом години при 37°С. Контрольні кліти-
ни інкубували аналогічним чином у середовищі 
Рінгера. Після закінчення інкубації до 50 мкл 
кожного зразка додавали розчин DCFH2-DA 
(кінцева концентрація 4 × 10–5 М) та інкубували 
в темряві при 37°С протягом 30 хв. Потім 
додавали 250 мкл відповідних середовищ із 
метою зниження концентрації клітин для ви-
мірювань показників флуоресценції DCF (дов-
жина хвилі максимуму збудження/емісії 495/
529 нм) методом проточної цитофлуоримет-
рії на приладі «FACS Calibur» (Becton Dicken-
son, США). Дані аналізували за допомогою 
програми «WinMDI 2.8» (Scripps Research Ins-
titute, США).

Статистичну обробку результатів виконували 
з використанням програмного пакета «Statgra-
phics plus 2.1 for Windows» (Statistical Graphics 
Corp., США). Дані перевірено на нормальність 
розподілу за допомогою тесту Колмогорова-Смир-
нова і представлено у вигляді M ± SD (середнє 
значення ± стандартне відхилення). Експеримен-
ти проводили на зразках крові чотирьох донорів 
(n = 4). Статистичну значущість розходжень 
між групами оцінювали за допомогою критерію 
Вілкоксона. Дані вважали статистично значущи-
ми при р < 0,05.

Результати та обговорення
Видалення екзоцелюлярних КПА з клітинної 

суспензії є необов’язковою процедурою. Однак 
для визначення стану білків МЦК після замо-
рожування-відігрівання еритроцитів та їхньої 
здатності до адекватного виконання своїх 
функцій після трансфузії необхідно було відт-

tment of Intellectual Property of the Ministry of 
Education and Science of Ukraine of February 12, 
2008, IPC&C of the NAS of Ukraine, Ukraine). 

For ROS detection at an initial stage of the expe-
riment, after CPA removal (as described above) the 
aliquots of cryopreserved cells (50 μl) were resus-
pended in Ringer’s solution up to the concen-
tration of about 4 × 107 cells/ml and incubated 
within 1 hour at 37°C. Control cells were incu-
bated by a similar way in Ringer’s solution. After 
incubation completing, 50 µl of each sample were 
supplemented with DCFH2-DA solution (fi nal con-
centration of 4 × 10–5 M) and incubated in the dark 
at 37°C for 30 min. Then, 250 µl of the correspon-
ding media were added for reducing cell concent-
ration to measure DCF fl uorescence parameters 
(excitation/emission maximum wavelength of 495/
529 nm) by fl ow cytometry using a FACS Calibur 
instrument (Becton Dickenson, USA). The data were 
analyzed using the WinMDI 2.8 software (Scripps 
Research Institute, USA). 

The results were statistically processed using 
the Statgraphics plus 2.1 for Windows software 
package (Statistical Graphics Corp., USA). Data 
were tested for normal distribution using the 
Kolmogorov-Smirnov test and presented as M ± 
SD (mean ± standard deviation). Experiments were 
performed in blood samples obtained from four 
donors (n = 4). The signifi cance of the diff erences 
between groups was assessed using the Wilcoxon 
test. Data were considered statistically signifi cant 
at p < 0.05.

Results and discussion
Removal of exocellular CPAs from cell sus-

pension is an optional procedure. However, in 
order to determine the state of MCC proteins after 
erythrocyte freeze-thawing and their ability of 
adequate functioning after erythrocyte transfusion, 
it was necessary to reproduce the conditions, when 
the metabolic processes were activated in cells 
if there was no CPA. Therefore, PEG was remo-
ved after erythrocyte thawing, and cells were 
incubated at 37°C in a modifi ed Ringer’s solution 
supplemented with glucose.

Electrophoretic analysis of erythrocyte ghost 
proteins after PEG removal, performed using β-mer-
captoethanol (with no diamide), showed the distri-
bution of protein fractions to be diff erent from the 
control values. The changes revealed a decreased 
spectrin content ((19.3 ± 0.5) vs. (22.7 ± 0.6)% in the 
control, p < 0.05)), as well as quite a complete disap-
pearance of protein band 8 (Fig. 1A, lanes 2 and 3).

The diamide eff ect on MCC proteins of control 
cells and frozen-thawed erythrocytes after PEG 
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ворити умови, за яких у клітинах активу-
ються метаболічні процеси за відсутності 
КПА. Тому після розморожування еритро-
цитів ПЕГ видаляли, а клітини інкубували при 
37°С у модифікованому середовищі Рінгера з 
додаванням глюкози.

Електрофоретичний аналіз білків тіней ери-
троцитів після видалення ПЕГ, виконаний з 
використанням β-меркаптоетанолу (без діамі-
ду), показав, що розподіл білкових фракцій 
відрізняється від контрольних показників. Вияв-
лені зміни полягають у зниженні вмісту спект-
рину ((19,3 ± 0,5) проти (22,7 ± 0,6) % у контро-
лі, р < 0,05)), а також у практично повному 
зникненні білка смуги 8 (рис. 1А, доріжки 2 
і 3).

Дія діаміду на білки МЦК контрольних 
клітин і розморожених еритроцитів після ви-
далення ПЕГ характеризує модифікації в струк-
турі білків, пов’язані зі змінами локалізації 
−SH-груп та їхньої доступності для реагенту. За 
обраних умов експонування еритроцитів з діамі-
дом (концентрація і тривалість інкубації) в 
контрольних еритроцитах лише невелика час-
тина білків МЦК залучалася до утворення 
ВПК (рис. 1В, доріжка 2). Поява ВПК супровод-
жувалася зниженням вмісту спектрину, білків 
смуг 3 і 5, а також практично повним зникнен-
ням з білкового профілю білка з м. м. 60 кДа і 
білка смуги 8, що підтверджувалося резуль-
татами кількісного аналізу денситограм (таб-
лиця). Інкубація клітин з діамідом після ви-
далення ПЕГ із суспензії розморожених ери-
троцитів і реактивації метаболізму виявила 
статистично значуще збільшення кількості 
ВПК та зменшення вмісту спектрину (рис. 1В, 
доріжка 3, таблиця) порівняно з контролем.

Таким чином, у кріоконсервованих під за-
хистом ПЕГ еритроцитах встановлено знижен-
ня вмісту спектрину відносно контролю, яке 
було визначено як з використанням діаміду, так 
і без нього, що вказує на складний механізм мо-
дифікації білка. Виявлені порушення можуть 
ініціюватися змінами конформації окремих по-
вторюваних трьохспіральних сегментів α- і 
β-субодиниць спектрину, які є нестабільними, 
навіть у фізіологічних умовах [8, 16]. Очевид-
но, що після екстремальних впливів ймовір-
ність порушень структури спектрину в цих 
ділянках макромолекул значно зростає. Ан-
фолдинг окремих сегментів спектрину змінює 
стабільність всієї об’єднаної системи МЦК 
еритроцитів [16, 24], оскільки нестабільні сег-
менти беруть участь у формуванні вертикаль-
них контактів з анкірином, а також з молекулами 

removal characterizes the modifi cations in protein 
structure associated with changes in -SH groups’ 
localization and their accessibility to the reagent. 
Under selected conditions of erythrocyte exposure 
with diamide (concentration and incubation du-
ration), only a small part of MCC proteins in cont-
rol erythrocytes was involved in HMWPC formation 
(Fig. 1, lane 2). The HMWPC appearance was ac-
companied by a decrease in spectrin content, band 
3 and 5 proteins, as well as a virtually complete 
disappearance of protein with m.w. 60 kDa and 
protein band 8 from the protein profi le, that was 
confi rmed by the results of quantitative analysis 
of densitograms (Table). Cell incubation with dia-

Рис. 1. SDS-ПААГ-електрофорез білків тіней еритро-
цитів людини, підданих заморожуванню-відігріванню з 
ПЕГ і в подальшому перенесених у фізіологічні умови 
in vitro після видалення КПА. А — електрофорез, ви-
конаний із застосуванням β-меркаптоетанолу; B — 
електрофорез, виконаний із застосуванням діаміду. 
1 — маркерні білки; 2 – контрольні еритроцити, 3 — 
еритроцити, піддані заморожуванню-відігріванню з ПЕГ
і в подальшому після видалення КПА перенесені 
у фізіологічні умови in vitro; бс — білок смуги. 
Представлено дані типового експерименту.

Fig. 1. SDS-PAGE of proteins of ghosts from human 
erythrocytes, subjected to freeze-thawing with PEG and 
further transferred into physiological conditions in vitro 
after CPA removal. A – electrophoresis performed with 
β-mercaptoethanol; B – electrophoresis performed with dia-
mide. 1 – marker proteins; 2 – control erythrocytes; 
3 – erythrocytes subjected to freeze-thawing with PEG 
and further after CPA removal, transferred into physiolo-
gical conditions in vitro. The data from a typical experiment 
are presented.

A B
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адгезії Lu/BCAM [7], які входять до складу мак-
рокомплексу на основі білка смуги 3 [9, 16]. 
Структурні порушення спектрину еритроцитів, 
заморожених у присутності ПЕГ, можуть бути 
причиною фрагментації мембрани та нестійкості 
клітин у фізіологічних умовах.

Зміна вмісту білка смуги 8 у профілі МЦК 
еритроцитів, кріоконсервованих у присутності 
ПЕГ, яка була виявлена у процесі інкубації клі-
тин за відсутності діаміду, вказує на залучення 
даного компонента в контролювання стабільності 
клітин і може бути пов’язана з активацією окис-
них процесів у клітині. Білок смуги 8, ідентифіко-
ваний як пероксиредоксин 2 [21], містить функ-
ціональну легкодоступну −SH-групу цистеїну і 
бере участь у захисті клітин від окислюнального 
стресу [19]. Тому після інкубування контрольних 
еритроцитів з діамідом він практично повністю 
втрачається з білкового профілю, переходячи 
до складу ВПК (рис 1 В, доріжка 2). Відомо, що 
пероксиредоксин першим реагує з АФК при 
збільшенні їх продукції, оскільки чутливість 
−SH-групи інших білків до Н

2
О

2
 на декіль-

ка порядків нижча [18]. Враховуючи той факт, 
що ПЕГ сприяє утворенню АФК в умовах інку-

mide after PEG removal from the frozen-thawed 
erythrocyte suspension and metabolism reactivation 
disclosed a signifi cant increase in the amount of 
HMWPC and a decrease in spectrin content (Fig. 1B, 
lane 3, Table) vs. the control.

Thus, a decrease in spectrin content relative 
to the control was found in the erythrocytes 
cryopreserved with PEG, detected both with and 
without diamide, thereby emphasizing a complex 
mechanism of protein modifi cation. The noted 
disorders may be initiated by changes in con-
formation of individual triple helical repeats of α- 
and β-spectrin subunits, being unstable even under 
physiological conditions [2, 12]. It is obvious, that 
after extreme exposures the probability of spectrin 
structure disorders in these sites of macromole-
cules signifi cantly increases. Unfolding of indivi-
dual spectrin segments changes the stability of 
the entire integrated system of erythrocyte MCC 
[12, 20], since the unstable segments are involved 
in formation of vertical contacts with ankyrin, as 
well as with Lu/BCAM adhesion molecules [11], 
being a part of the band 3 protein-based macro-
complex [4, 12]. Structural disorders of spectrin 
in the erythrocyte frozen in PEG presence may be 

Примітки: Вміст окремих білкових фракцій представлено відносно загальної кількості білка в пробі (%): # — стати-
стичні відмінності між групами еритроцитів, оброблених та необроблених діамідом; * — статистичні відмінності між 
групами еритроцитів, оброблених діамідом; р < 0,05.

Notes: Content of individual protein fractions is presented relative to the total amount of protein in the sample (%): 
# ‒ statistical diff erences between groups of erythrocytes with and without diamide treatment; * ‒ statistical diff erences 
between the diamide-treated erythrocyte groups; p < 0.05

Електрофоретичний аналіз білків МЦК еритроцитів, кріоконсервованих під захистом ПЕГ, після видалення КПА 
і перенесення клітин у фізіологічні умови in vitro (n = 4)

Electrophoretic analysis of MCC proteins of erythrocytes cryopreserved with PEG after CPA removal and cell transfer 
into physiological conditions in vitro (n = 4)

Фракції білків, % 
Protein fractions,%

Експериментальні групи еритроцитів 
Experimental groups of erythrocytes

Нативні 
Native

Оброблені діамідом 
Diamide-treated

Контрольні 
Control

Заморожені з ПЕГ 
Frozen with PEG

ВПК 
HMWPC – 7,4 ± 0,6 11,9 ± 1,4*

Спектрин 
Spectrin 22,7 ± 0,6 18,5 ± 0,8# 16,2 ± 0,5#,*

Білок смуги 3 
Band 3 21,1 ± 1,4 17,1 ± 0,9# 15,7 ± 0,8

Білок смуги 4.1 
Protein 4.1 4,3 ± 0,6 4,2 ± 0,9 4,1 ± 0,1

Білок смуги 5 
Band 5 4,8 ± 0,7 3,4 ± 0,5# 3,6 ± 0,5#

Білок смуги 6 
Band 6 4,2 ± 1,0 2,9 ± 0,1 3,1 ± 0,9

Білок смуги 8 
Band 8 3,5 ± 0,6 – –
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бації еритроцитів на етапах, які передують за-
морожуванню [5], можна очікувати включення 
пероксиредоксину в контролювання окисню-
вальних процесів у клітині, що змінює його 
локалізацію в умовах реактивації метаболізму 
в кріоконсервованих клітинах (перехід з мемб-
ранозв’язаного стану в цитозоль). Внаслідок таких 
процесів білок смуги 8 не виявляється в елект-
рофоретичному профілі МЦК заморожених із 
ПЕГ еритроцитів після видалення КПА (рис. 1А, 
доріжка 3). Таким чином, пошкодження клітин у 
процесі заморожування-відігрівання, вочевидь, 
викликані не тільки безпосереднім порушенням 
просторово-конформаційного стану білків МЦК 
під впливом екстремальних факторів середо-
вища, а й вторинними змінами білків, пов’язаними 
з розвитком окиснювального стресу.

Утворення АФК, виявлене за допомогою 
реагенту DCFH

2
-DA, характеризує потенціал 

розвитку окислювальних процесів у клітинах, 
оскільки відображає реальний рівень формуван-
ня оксидаційних радикалів. Після проникнення 
в клітину реагент деетерифікується, залишаю-
чись нефлуоресцентною сполукою (DCFH

2
) до 

моменту його окиснення АФК і перетворення 
в DCF. Таким чином, зростання флуоресценції 
DCF, яке характеризується значенням медіани 
гістограм розподілу, відображає підвищення ут-
ворення АФК у клітині.

Визначення рівня флуоресценції DCF в ери-
троцитах, кріоконсервованих під захистом ПЕГ, 
за умов їх перенесення в розчин Рінгера піс-
ля видалення КПА показало, що медіана гісто-
грам розподілу знижується відносно контролю з 
(25,9 ± 3,1) до (18,5 ± 2,8) ум. од.; р < 0,05, 
n = 4 (рис. 2, гістограма 2). Причини такого зсуву 
можуть бути пов’язані зі змінами субпопуля-
ційного складу суспензії еритроцитів, викли-
каного гемолізом, тобто загибеллю клітин з 
вираженими пошкодженнями мембрани в процесі 
видалення КПА. Необхідно відзначити, що пред-
ставлені результати характеризують утворення 
АФК у кріоконсервованих еритроцитах протягом 
лише короткочасного спостереження (години), 
що не виключає подальших змін досліджувано-
го параметра. Раніше було оцінено відстрочені 
наслідки дії екстремальних факторів заморожу-
вання-відігрівання на утворення АФК в еритро-
цитах, кріоконсервованих із гліцеролом та ПЕГ, 
після їхнього гіпотермічного зберігання [5]. 
Виявлено, що в еритроцитах, кріоконсервованих 
з ПЕГ, навіть після видалення КПА відмічається 
підвищення утворення АФК порівняно з конт-
рольними зразками і клітинами, замороженими 
з гліцеролом [5].

the reason of membrane fragmentation and cell 
instability under physiological conditions.

The change in the content of protein band 8 in 
the MCC profi le of erythrocytes cryopreserved 
in PEG presence, detected during cell incubation 
with no diamide use, indicated the involvement of 
this component in the controlling of cell stability 
and might be associated with activation of oxidative 
processes in cell. The protein band 8, identifi ed as 
peroxiredoxin 2 [17], contains an easily accessible 
–SH group of cysteine, and is involved in cell 
protection against oxidative stress [15]. Therefore, 
after incubating the control erythrocytes with 
diamide, it is almost completely lost from the protein 
profi le, by passing into HMWPC composition 
(Fig. 1, lane 2). The peroxiredoxin is known 
to be fi rst in reacting with ROS when their produc-
tion is increased, since the sensitivity of –SH group 
of other proteins to H

2
O

2
 is several orders lower 

[14]. Bearing in mind the fact, that PEG promotes 
the ROS production under erythrocyte incubation at 
pre-freezing stages [25], we may expect the inclu-
sion of peroxiredoxin in controlling the oxidative 
processes in cell, thus altering its localization 
under metabolism reactivation in cryopreserved 
cells (transition from membrane-bound state to 

Рис. 2. Зміна інтенсивності флуоресценції DCF в ери-
троцитах, підданих заморожуванню-відігріванню з ПЕГ 
і в подальшому після видалення КПА перенесених у 
фізіологічні умови in vitro. 1 — контроль (сірий фон гісто-
грами); 2 — еритроцити, піддані заморожуванню-віді-
гріванню з ПЕГ і в подальшому після видалення КПА 
перенесені у фізіологічні умови in vitro. Представлено 
дані типового експерименту.

Fig. 2. Change in DCF fl uorescence intensity in the 
erythrocytes subjected to freeze-thawing with PEG and 
further after CPA removal, transferred into physiological 
conditions in vitro. 1 – control (grey background of histo-
gram); 2 – erythrocytes subjected to freeze-thawing with 
PEG and further after CPA removal, transferred into 
physiological conditions in vitro. The data from a typical 
experiment are presented.
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Основним джерелом АФК в еритроцитах є 
спонтанне автоокислення гемоглобіну, в резуль-
таті якого формуються мет-гемоглобін (HbFe 
(III)) та супероксидний радикал (О2•−). Останній 
має дуже короткий період «життя» і під впливом 
супероксиддисмутази швидко перетворюється 
на Н

2
О

2
 [14]. Перевищення критичних значень 

концентрації Н
2
О

2
  індукує подальше окиснен-

ня гемоглобіну [14], що призводить до його дег-
радації [25] і втрати гема, який також може 
ковалентно трансформуватися [14, 25]. Модифі-
коване порфіринове кільце гема здатне взаємо-
діяти з різними субклітинними компонентами 
за гідрофобним механізмом, що впливає на їх-
ній структурно-функціональний стан. Разом з 
тим раніше було встановлено, що заморожуван-
ня еритроцитів навіть без КПА не приводить 
до появи мет-гемоглобіну [14]. Проте питання 
щодо можливості утворення мет-гемоглобіну 
або інших окиснених форм даного білка в кріо-
консервованих із ПЕГ еритроцитах вимагає 
експериментальної перевірки. Таким чином, 
порушення конформації гемоглобіну та його 
автоокиснення потенційно можуть розгляда-
тися одним із джерел утворення АФК у 
еритроцитах, кріоконсервованих під захистом 
ПЕГ.

Крім того, важливим джерелом утворення 
АФК в еритроцитах можуть бути NADPH окси-
дази (NOX). Зокрема, в серповидних еритроци-
тах значна частина утворення АФК опосеред-
ковується ферментативною активністю NOX 
[11]. Слід зазначити, що іони Ca2+ відіграють 
важливу роль у регуляції складання і функціону-
вання NOX [17]. Ca2+-залежна стимуляція NOX 
в еритроцитах у присутності ПЕГ може бути 
обумовлена пригніченням активності Ca2+-
АТРази [4] і підвищенням рівня внутріш-
ньоклітинного Ca2+, оскільки, навіть в ізо-
тонічному середовищі, що містить ПЕГ, відз-
началося 10-разове збільшення входу Ca2+ в 
еритроцити [15]. Відтак, Ca2+-залежний механізм 
утворення АФК, пов’язаний з активацією 
NOX, може істотно впливати на інтенсифі-
кацію окиснювальних процесів в еритроцитах 
у присутності ПЕГ.

Таким чином, відсутність значних відхи-
лень інтенсивності утворення АФК у кріокон-
сервованих із ПЕГ еритроцитах у фізіологічних 
умовах in vitro відносно контрольних показни-
ків протягом короткочасного спостереження свід-
чить про здатність клітин, які зберегли цілісність 
після видалення КПА, досить ефективно кон-
тролювати окиснювальні процеси. Однак на 
підставі раніше встановлених фактів інтенсифі-

the cytosol). As a result of these processes, the 
protein band 8 is not detected in MCC electrophoretic 
profi le of erythrocytes frozen with PEG after CPA 
removal (Fig. 1, lane 3). Thus, the cell damage 
during freeze-thawing is obviously induced not 
only by a direct disorder of spatial-conformational 
state of MCC proteins under the impact of extreme 
environmental factors, but also by secondary chan-
ges in proteins, associated with oxidative stress 
development.

The ROS production, detected by DCFH
2
-DA 

reagent, characterizes the potential of oxidative 
process development in cells, since it displays an 
actual level of oxidative radical production. After 
penetration into a cell, the reagent de-esterifi es, 
by remaining a non-fl uorescent compound (DCFH

2
) 

until it is oxidized by ROS and transformed into DCF. 
Thus, an increase in DCF fl uorescence, characte-
rized by the median value of distribution histo-
grams, refl ects an increase in ROS production in cell.

Determination of DCF fl uorescence level in 
the erythrocytes cryopreserved with PEG when 
transferring them into Ringer’s solution after CPA 
removal showed the median of distribution histog-
rams to decrease relative to the control from (25.9 
± 3.1) to (18.5 ± 2.8)) arb. units; p < 0.05, n = 4 
(Fig. 2, Histogram 2). Such a shift may be resulted 
from changes in subpopulation composition of 
erythrocyte suspension caused by hemolysis, i. e. 
cell death with pronounced damages to the mem-
brane during CPA removal. Of note is the fact, that 
the presented fi ndings characterize the ROS pro-
duction in cryopreserved erythrocytes during a short-
term observation (an hour) only, which does not 
exclude further changes in the studied parameter. 
The delayed eff ects of extreme freeze-thawing 
factors on ROS production in the erythrocytes, 
cryopreserved with glycerol and PEG after their 
hypothermic storage, were evaluated previously 
[25]. The erythrocytes cryopreserved with PEG, 
even after CPA removal displayed an increased 
ROS production if compared with the control samples 
and cells frozen with glycerol [25].

The main source of ROS in erythrocytes is a 
spontaneous autoxidation of hemoglobin, resulting 
in methemoglobin (HbFe(III)) and superoxide ra-
dical (О2•−) production. The latter has a very short 
‘lifespan’ and is rapidly converted into H

2
O

2
 under 

the superoxide dismutase eff ect [10]. The exceeding 
of critical values of H

2
O

2
 concentration induces 

further hemoglobin oxidation [10], resulting in 
its degradation [21] and heme loss, which may be 
covalently transformed as well [10, 21]. The modifi ed 
heme porphyrin ring is able to interact with dif-
ferent subcellular components through a hydro-
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кації утворення АФК у період інкубації еритро-
цитів з КПА та підвищення рівня АФК у кліти-
нах після гіпотермічного зберігання протягом 
18 годин [5], можна вважати, що окиснювальні 
процеси викликають дезорганізацію структурних 
компонентів МЦК і нестабільність кріоконсер-
вованих клітин після повернення у фізіологічні 
умови in vitro. Отже, одним з шляхів стабіліза-
ції еритроцитів, кріоконсервованих з ПЕГ, може 
бути включення антиоксидантів до складу за-
хисного середовища.

Висновки
1. Електрофоретичний аналіз білків із зас-

тосуванням β-меркаптоетанолу показав зни-
ження вмісту спектрину в білковому профілі 
МЦК еритроцитів, кріоконсервованих із ПЕГ, 
після видалення КПА та їх перенесення у фізіо-
логічні умови in vitro. Використання діаміду 
виявило структурні модифікації спектрину, 
які підвищують доступність його −SH-груп 
для реагенту і визначають підвищення рівня 
ВПК відносно контролю. Відтак, порушення 
стабільності кріоконсервованих із ПЕГ клітин 
після реактивації метаболізму може бути по-
в’язано зі змінами в структурі спектрину.

2. Результати електрофоретичного аналізу 
з використанням β-меркаптоетанолу показали 
зниження вмісту білка смуги 8 (пероксире-
доксину) в профілі МЦК еритроцитів, кріо-
консервованих у присутності ПЕГ, після вида-
лення КПА та їх перенесення у фізіологічні 
умови in vitro, що може бути пов’язано з ак-
тивацією окиснювальних процесів у клітинах.

3. Відсутність значних змін в інтенсивності 
утворення АФК у кріоконсервованих із ПЕГ 
еритроцитах після видалення КПА і перене-
сення клітин в фізіологічні умови in vitro від-
носно контрольних показників свідчить про 
здатність клітин контролювати окиснювальні
процеси протягом короткочасної інкубації.

phobic mechanism [10, 21], thereby aff ecting their 
structural and functional state. At the same time, 
as previously established, the erythrocyte freezing 
even without CPA use resulted in no methemo-
globin appearance [10]. 

However, the question about a possible for-
mation of either methemoglobin or other oxidized 
forms of this protein in the erythrocytes cryopreserved 
with PEG should be tested experimentally. Thus, 
the conformational disorder of hemoglobin and 
its autooxidation may be potentially considered as 
one of the sources of ROS production in the 
erythrocytes cryopreserved with PEG.

In addition, NADPH oxidases (NOX) may be 
an important source of ROS production in erythro-
cytes. In particular, in sickle erythrocytes, a signi-
fi cant part of ROS production is mediated by NOX 
enzymatic activity [7]. Notably, that Ca2+ ions play 
an important role in regulating NOX assembly 
and functioning [13]. The Ca2+-dependent NOX 
stimulation in the erythrocytes in PEG presence may 
be stipulated by inhibition of Ca2+-ATPase activity 
[24] and increase in intracellular Ca2+ level, since 
even in PEG-contained isotonic medium, a 10-fold 
increase in Ca2+ entry in erythrocytes was revealed 
[11]. Therefore, the Ca2+-dependent mechanism of 
ROS production, associated with NOX activation 
may signifi cantly aff ect the intensifi cation of oxi-
dative processes in erythrocytes in PEG presence.

Thus, the absence of signifi cant deviations in 
ROS production intensity in the erythrocytes 
cryopreserved with PEG under physiological con-
ditions in vitro vs. the control indices within a short-
term observation testifi es to the ability of cells, 
preserving their integrity after CPA removal to 
control oxidative processes in a quite effi  cient way. 
However, based on previously established facts 
of ROS production intensifi cation during erythro-
cyte incubation with CPA and an increased level 
of ROS in cells after hypothermic storage for 18 
hrs [25], the oxidative processes may be suggested 
to promote the disorganization of MCC structural 
components and instability of cryopreserved cells 
after returning to physiological conditions in vitro. 
Thus, the inclusion of antioxidants within the pro-
tective medium may be one of the ways to stabi-
lize the erythrocytes cryopreserved with PEG. 

Conclusions
1. Electrophoretic analysis of proteins using 

β-mercaptoethanol showed a decreased spectrin 
content in MCC protein profi le of the erythrocytes, 
cryopreserved with PEG after CPA removal and cell 
transfer into physiological conditions in vitro. The 
use of diamide revealed structural modifi cations 
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of spectrin, augmenting the availability of its −SH-
groups for the reagent and determining an increase 
in HMWPC level relative to the control. Therefore, 
the instability of cells cryopreserved with PEG after 
metabolism reactivation may be due to the changes in 
spectrin structure.

2. Results of electrophoretic analysis using 
β-mercaptoethanol displayed a decrease in the content 
of protein band 8 (peroxiredoxin) in MCC profi le of 
erythrocytes cryopreserved in PEG presence after 
CPA removal and cell transfer into physiological 
conditions in vitro, that might be associated with 
activation of oxidative processes in cells.

3. No signifi cant changes in ROS production 
intensity in the erythrocytes cryopreserved with PEG 
after CPA removal and cell transfer into physiological 
conditions in vitro vs. the control indices testifi ed to 
the ability of cells to control the oxidative processes 
during short-term incubation.
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