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Нарушение целостности клеточной мембраны –
универсальный признак повреждения клетки при
использовании различных протоколов криоконсерви-
рования [6]. В настоящее время для определения
повреждения мембран часто используют  флуорес-
центные методы, основанные на способности неко-
торых флуорохромов проникать через поврежденные
мембраны клеток, окрашивая внутриклеточные струк-
туры. Выбор флуоресцентных зондов и методик
эксперимента зависит от задач исследования и вида
изучаемых клеток [2, 5, 8].

Сквараиновый флуоресцентный краситель «Square-
460» взаимодействует с биологическими структура-
ми по гидрофобному механизму и окрашивает мемб-
раны клеток [5]. При повреждении цитоплазматичес-
ких мембран количество гидрофобных мест связыва-
ния увеличивается, поскольку для красителя становят-
ся доступными внутриклеточные структуры, что вы-
ражается в соответственном увеличении флуоресцен-
ции образцов. Это делает его весьма привлекательным
для исследования повреждений мембран клеток при
криовоздействиях.

Целью настоящей работы было изучение возмож-
ности применения флуоресцентного красителя
«Square-460» в качестве маркера нарушений целост-
ности клеточных мембран дрожжей Saccharomyces
сerevisiae, вызванных замораживанием-отогревом.

В работе использовали промышленный штамм
дрожжей S. сerevisiae (раса 608), полученный из Рос-
сийского НИИ хлебопекарной промышленности
(г. Санкт-Петербург). Образцы клеток были любезно
предоставлены к.м.н. И.П. Высеканцевым (ИПКиК

Disordered integrity of cell membrane is an universal
sign of cell damage caused by different cryopreservation
protocols [7]. Nowadays the injury of membranes is
often assessed by fluorescent methods, based on the
ability of certain fluorochromes selectively penetrate
through the damaged cell membranes and stain intra-
cellular structures. Selection of fluorescent probes and
methods of the experiment depends on the objectives of
the study and on the type of cells [2, 5, 8].

Squaraine fluorescent dye Square-460 interacts with
biological structures by hydrophobic mechanisms and
stains cell membranes [3]. If the damage of plasmatic
membrane occurs the amount of hydrophobic binding
sites increases due to the availability of intracellular
structures for the dye; this results in subsequent rise of
sample’s fluorescence. This feature makes this dye pros-
pective for studying the cell membranes damage caused
by cryoexposures.

The aim of this work was to investigate the possibility
of using fluorescent dye Square- 460 as a marker for
Saccharomyces cerevisiae yeast cell membrane integrity
disorders caused by freeze-thawing.

The experiments were performed in S. cerevisiae
yeast strain (race 608), derived from the Russian
Research Institute of Baking Industry (St. Petersburg).
The samples were the courtesy of Dr. I.P. Vysekantsev
(IPC&C). Yeast were grown on the wort agar slant for
48 hours at 30°C and washed free of nutrient medium
with physiological saline. Impaired structural and func-
tional state of cells was caused by freeze-thawing in
2 ml plastic tubes (Corning, USA) by two regimens: 1 )
single freezing by immersion in liquid nitrogen (freezing
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НАН Украины). Дрожжи выращивали на скошенном
сусло-агаре в течение 48 ч при 30°С и смывали с
питательной среды физиологическим раствором. Для
изменения структурно-функционального состояния
суспензии клеток замораживали-отогревали в пла-
стиковых пробирках объемом 2 мл («Corning», США)
по двум режимам: 1) однократное замораживание
погружением в жидкий азот (скорость охлаждения
при этом составляла около 200 град/мин) и последую-
щий отогрев на водяной бане при температуре 30°С;
2) двухкратное замораживание-отогрев согласно п. 1.

Жизнеспособность клеток определяли по колоние-
образованию чашечным методом Коха [1].

Распределение клеток по размерам, неоднород-
ности внутренней структуры и интенсивности флуо-
ресценции красителя «Square-460» изучали на проточ-
ном цитофлуориметре «FACS Calibur» («BD», США)
[6]. Распределение клеток по интенсивности флуорес-
ценции анализировали при 530 нм. Флуоресценцию
красителя «Square-460» возбуждали светом с длиной
волны 488 нм (аргоновый лазер). Клетки окрашивали
путём 15-минутной инкубации в среде, содержащей
краситель «Square-460» в концентрации 40 мкмоль/л,
отмывали свободный краситель с помощью центрифу-
гирования в течение 3 мин при 800 g.

Наблюдение флуоресценции в клеточных суспен-
зиях и микрофотографирование осуществляли на
микроскопе «Axio Observer Z1» («Carl Zeiss», Герма-
ния). Использовали набор фильтров для флуорес-
ценции 20 («Carl Zeiss»).

Каждый эксперимент повторяли 5 и более раз. Ста-
тистическую обработку результатов проводили с по-
мощью критерия Стьюдента-Фишера и программы
«Microsoft Excell 2010». Данные представлены в виде
М ± SE. Различия между выборками считали значи-
мыми при р < 0,05.

Повреждения клеток в данной работе вызывали
процедурой замораживания-отогрева. Количество
неповрежденных клеток в суспензии можно оценить
по их функциональной активности. В случае S. сerevi-
siae таким функциональным тестом обычно является
образование колоний в питательной среде [2].

Как видно из таблицы, после однократного цикла
замораживания-отогрева количество колониеобра-
зующих единиц (КОЕ) снижалось примерно на два
порядка по сравнению с контролем без заморажи-
вания, а после двукратного цикла количество КОЕ
снижалось на пять порядков по сравнению с контро-
лем. Резкое снижение жизнеспособности, по-види-
мому, вызвано повреждением структурных компонент
клеток, в том числе мембранных структур.

На рис. 1, A приведена микрофотография непод-
вергавшейся криовоздействию суспензии S. сerevi-
siae после окрашивания красителем «Square-460».
Видно, что данный краситель окрашивает оболочки
клеток и почти не проникает в клетки.

rate in this case was about 200 deg/min), followed by
warming in a water bath at 30°C, 2) double cycle of
freeze-thawing as in 1.

Cell viability was determined by colony forming
ability according Koch’s plate method [1].

Distribution of the cells by size, nonuniformity of
the internal structure and Square-460 dye fluorescence
intensity was studied by FACS Calibur flow cytometer
(BD, USA) [6]. The cell distribution by fluorescence
intensity was studied at 530 nm. The fluorescence of
Square-460 dye was excited by light with 488 nm wave
length (argon laser). Cells were stained during 15 minute-
long incubation in a medium with Square-460 dye with
concentration of 40 mmol/l, non-bound dye was
washed-out by centrifugation for 3 minutes at 800 g.

Fluorescence was observed in cell suspensions and
micrographs made using a Axio Observer Z1 microscope
(Carl Zeiss, Germany) equipped by fluorescence filters
set 20 (Carl Zeiss).

Each experiment was repeated 5 and more times.
Statistical analysis was performed using Student-Fisher’s
t-test and Microsoft Excell 2010 software. Data are
presented as M ± SE. Differences between the samples
was considered significant at p < 0.05.

The damage of the cells in this study were caused
by the freeze-thawing procedure. The amount of non-
damaged cells in the suspension could be assessed by
their functional activity. In the case of S. cerevisiae such
a functional test is usually the formation of colonies in a
nutrient medium [ 4].

As seen from the Table, single freeze-thawing cycle
resulted in a fall of number of colony forming units
(CFUs) of approximately two orders of magnitude in
comparison with the non-frozen control, and after two
cycles of freeze-thawing the number of CFUs was
reduced by five orders of magnitude compared with the
control. The sharp decrease in the viability was apparently
caused by damage of cell structural components, inclu-
ding membrane structures.
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Однократное замораживание до –196°С и по-
следующий отогрев вызывают увеличение проницае-
мости мембраны S. сerevisiae для красителя «Square-
460»: наблюдается окрашивание цитоплазмы в
среднем у 60,5% клеток (рис. 1, B). Визуальная
оценка в проходящем свете показала нарушения
структуры данных клеток.

После двукратного замораживания большая часть
клеток (около 80%) была ярко окрашена (рис. 1, С).

Точечные диаграммы FSC/SSC клеток S. сerevi-
siae, окрашенных красителем «Square-460» до и
после низкотемпературного воздействия, приведены
на рис. 2.

Сопоставление полученных точечных диаграмм с
флуоресцентными микрофотографиями окрашенных
красителем «Square-460» клеток S. сerevisiae (рис. 1 и 2)
показывает, что область значений FL1-Н 102–104

соответствует клеткам с поврежденными мембра-
нами, обладающим интенсивной флуоресценцией.
В контрольном образце количество клеток с флуорес-
ценцией в области FL1-Н 102–104 составляет 5 ± 2%.
У подвергшихся однократному замораживанию-
отогреву клеток количество регистрируемых в пра-
вой части диаграмм событий увеличивается и дости-
гает 65 ± 6%, а после двукратного –  85 ± 7%.
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Fig. 1A shows an fluorescence image of non-frozen-
thawed S. cerevisiae suspension stained with Square-
460. It is seen, that this dye stained only the cell plasma
membranes, and virtually did not penetrate into the cells.

Single freezing down to to –196°C and subsequent
thawing up to 30°C caused an increase in S. cerevisiae
cell membrane permeability for Square-460 dye, as
evidenced by staining of the cytoplasm in 60.5% of the
cells (Fig. 1B). Observations by transmitted light
microscopy showed that these cells had various dis-
ruptions of their structure.

After a two-fold freezing the most cells (about 80%)
had bright fluorescence (Fig. 1, C).

Dot plots FSC/SSC of S. cerevisiae yeast cells,
stained by Square-460 dye, both prior to and post low
temperature effect are shown in Figure 2.

Comparing the obtained graphs and fluorescent
images of the S. cerevisiae cells stained with Square-
460 (Figs. 1 and 2) showed that the range of FL1-H
102–104 obviously corresponds to cells with damaged
membranes, characterized by increased fluorescence.
In the control sample, the number of cells with fluo-
rescence in the FL1-H 102–104 was 5 ± 2%. In the cell
suspension  subjected to single freeze-thawing a quantity
of events detected in the right side of the plots was

Рис. 1.  Флуоресценция клеток дрожжей S. cerevisiae, окрашенных красителем «Square-460»: A  – контроль без криовоздествия;
B – однократное замораживание-отогрев; С – двукратное замораживание-отогрев.
Fig. 1. Fluorescence of S. cerevisiae yeast cells stained with Square-460 dye: A – non-frozen-thawed control; B – post one-fold
freeze-thawing; C – post two cycles of freeze-thawing.

A B C

Рис. 2.  Точечные диаграммы SSC/FL1-H клеток дрожжей S. сerevisiae, окрашенных красителем «Square-460»: A  – контроль
без криовоздествия; B – однократное замораживание-отогрев; С – двукратное замораживание-отогрев.
Fig. 2. Dot plots SSC/FL1-H of S. cerevisiae yeast cells stained with Square-460 dye: A – non-frozen-thawed control; B – post one-
fold freeze-thawing; C – post two cycles of freeze-thawing.

A B C
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Наблюдаемые изменения в диаграммах мы связы-
ваем с нарушением целостности мембран клеток
вследствие низкотемпературного воздействия.

Таким образом, флуоресцентный сквараиновый
краситель «Square-460» не проникает через непов-
режденные клеточные мембраны. При нарушении
целостности плазматической мембраны он проходит
внутрь клеток и окрашивает цитоплазматические
структуры. Это делает возможным использование
красителя «Square-460» в проточно-цитофлуоримет-
рическом анализе и  флуоресцентной микроскопии
как маркера нарушения целостности клеточных
мембран после криовоздействий.

increased and reached 65 ± 6% and after two cycles of
freeze-thawing it was 85 ± 7 %.

The observed changes in plots we associate with
disrupted membrane integrity, caused by low temperature
exposures.

Thus, fluorescent squaraine dye Square-460 do not
penetrate through intact cell membranes. Once the integ-
rity of the cell membranes is interrupted, the dye  enters
the cells and stains cytoplasmic structures. This makes
possible the application of Square-460 dye in flow-
cytometric analysis and fluorescence microscopy as
a marker of cell membrane integrity impaiments appeared
post cryoexposure.
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