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Реферат: У роботі досліджено захисні властивості комбінованих середовищ проникного (диметилсульфоксиду) та 
непроникного (поліетиленгліколю з м. м. 1500) кріопротекторів при швидкому охолодженні в рідкому азоті еритроцитів 
собак із використанням сольового та сахарозно-сольового середовищ. Встановлено, що застосування комбінованих розчинів 
кріопротекторів на основі поліетиленгліколю з м. м. 1500 (15%) та диметилсульфоксиду (2,5–10%) в сольовому середовищі 
недостатньо ефективне для кріоконсервування еритроцитів собак. Зменшення концентрації солі та додавання у середовище 
кріоконсервування непроникної у клітини сахарози сприяє підвищенню збереженості еритроцитів після розморожування. 
Кращі кріозахисні властивості для еритроцитів собак проявив 10%-й диметилсульфоксид на основі сахарозно-сольового сере-
довища, при цьому спостерігалися висока збереженість клітин після заморожування-відігрівання, механічна та осмотична 
стійкість деконсервованих еритроцитів. Це свідчить про можливість довгострокового зберігання і застосування кріоконсерво-
ваних еритроцитів собак для трансфузій.

Ключові слова: еритроцити собак, кріоконсервування, кріопротектор, механічна стійкість, осмотична крихкість.
Abstract: Cryoprotective properties of combined media of permeable (dimethyl sulfoxide) and impermeable (polyethylene glycol 

with m. w. 1500) cryoprotective agents during rapid cooling in liquid nitrogen of canine erythrocytes using saline and sucrose-saline 
media have been investigated. It was found that the use of combined solutions of cryoprotective agents based on polyethylene 
glycol with m.w. 1500 (15%) and dimethyl sulfoxide (2.5–10%) in saline was not quite eff ective for cryopreservation of canine erythrocytes. 
Reducing the salt concentration and adding cell-impermeable sucrose to the cryopreservation medium increase the preservation 
of erythrocytes after warming. The best cryoprotective properties for canine erythrocytes were demonstrated by 10% dimethyl sul-
foxide based on sucrose-saline medium, with high preservation of cells after freeze-warming, mechanical and osmotic stability 
of warmed erythrocytes. This indicates the possibility of a long-term storage and use of cryopreserved canine erythrocytes for transfu-
sions.

Key words: canine erythrocytes, cryopreservation, cryoprotective agent, mechanical stability, osmotic fragility.

На сьогодні спостерігаємо частіше застосуван-
ня переливання крові собакам під час терапії гема-
тологічних, паразитарних і хірургічних захворю-
вань, а також різного роду травм. Для трансфузій 
зазвичай використовують донорську кров, однак 
її запасів у ветеринарних лікарнях України не 
існує, що пояснюється відсутністю спеціальних 
донорів і складністю відбору крові за фенотипо-
вими ознаками [13, 16, 41]. В екстрених випадках 
кров беруть від безпорідних собак, які знаходять-
ся в розплідниках. Для переливання використову-
ють кров, заготовлену з розчином антикоагулянта 
(наприклад, глюкозо-цитратний розчин). Однак 
у гіпотермічних умовах донорська кров збері-
гається недовго (для крові собаки не більше 
20 діб [18, 28, 38]), при цьому досить швидко 
знижується її якість, що повʼязано з порушен-
ням ряду гомеостатичних показників еритроцитів 
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Nowadays the blood transfusions in dogs to treat 
hematological, parasitic and surgical diseases, as 
well as various injuries have been more frequently 
applied. Donated blood is usually used for trans-
fusions, but its stocks are not available in veteri-
nary hospitals of Ukraine, that is explained by the 
lack of proper donors and complexity of blood 
sampling by phenotypic characteristics [3, 7, 37]. 
In emergencies, blood is collected from purebred 
dogs kept in kennels. Blood procured with an 
anticoagulant solution (e. g., glucose-citrate solu-
tion) is used for transfusion. However, under hy-
pothermia the donor blood is stored for a short time 
(for canine blood it is not longer than 20 days [11, 
22, 34]), while its quality decreases quite rapid-
ly, that is associated with impaired homeostatic 
parameters of erythrocytes during their long-term 
storage. In particular, there are morphological 
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за їх тривалого зберігання. Зокрема, відбуваються 
морфологічні зміни клітин, спостерігається на-
копичення лактату, закислення середовища, зни-
ження швидкості гліколізу, зменшення кількості 
2,3-дифосфогліцеринової кислоти та аденозин-
трифосфату [18, 28]. Ці порушення призводять 
до зменшення стійкості еритроцитів і збільшення 
гемолізу. Тому зазвичай переливають не цільну 
кров, а суспензію еритроцитів. Перевага транс-
фузії еритроцитів у порівнянні з цілісною кровʼю 
полягає у можливості контролю за кількістю ери-
троцитів у розчині, який вводиться, а також за 
мінімальною присутністю більш вразливих лей-
коцитів, тромбоцитів і продуктів їх розпаду [15, 
20]. При цьому необхідний для переливання за-
гальний об’єм може бути зменшено. Створення 
запасів еритроцитарної маси собак не можливе під 
час зберігання в умовах гіпотермії. У зв’язку з цим 
на сьогодні зростає зацікавленість до кріокон-
сервування саме еритроцитів. Зберігання еритро-
цитів за наднизьких температур зупиняє метабо-
лізм і, отже, запобігає прогресуючому порушенню 
структури та функцій ізольованих клітин. В умо-
вах рідкого азоту еритроцити можна зберігати 
протягом декількох років, що дозволяє створюва-
ти запаси консервованої донорської крові різних 
груп і порід собак.

Існують поодинокі дослідження щодо замо-
рожування еритроцитів собак [4, 14, 26, 27, 30]. 
Відомо, що гліцерол, який є класичним кріопро-
тектором для еритроцитів людини, не ефектив-
ний під час кріоконсервування еритроцитів собак 
[4, 5]. Диметилсульфоксид (ДМСО) був більш 
ефективним при низькотемпературному зберіганні 
цих клітин, проте кількість пошкоджених клітин 
у процесі заморожування-відігрівання залиша-
лася досить великою. Існують методи кріокон-
сервування еритроцитів собак із застосуванням 
таких непроникних кріопротекторів, як поліети-
ленгліколь м.м. 1500 (ПЕГ-1500) [5] і гідрокси-
етилкрохмаль (ГЕК) [26, 27, 30, 43]. Перевага 
цих методів полягає у можливості виключення 
етапу видалення кріопротекторів перед транс-
фузією. Однак недоліком таких кріопротекторів 
стало приховане ушкодження в деконсервованих 
еритроцитах, яке проявляється в зниженні ос-
мотичної стабільності під час їх перенесення до 
ізотонічного середовища [21].

Існує підхід комбінування в середовищі 
заморожування непроникних полімерних кріо-
протекторів із проникними [10, 12], за якого є 
успішним заморожування мезенхімальних стов-
бурових клітин щура [35], тромбоцитів та еритро-
цитів людини [3, 11], гемопоетичних стовбуро-
вих клітин печінки людини [37] та деяких рос-

changes in cells, accumulation of lactate, medium 
acidifi cation, decrease in glycolysis rate, reduction 
of the amount of 2,3-diphosphoglyceric acid and 
adenosine triphosphate [11, 22, 43]. These disorders 
lead to a decrease in the resistance of erythrocytes 
and an increase in hemolysis. Therefore, not the 
whole blood but a suspension of erythrocytes is 
usually transfused. The advantage of transfusion 
of erythrocytes over the whole blood is the ability 
to control the number of erythrocytes in the solu-
tion injected, as well as a minimal presence of 
more vulnerable leukocytes, platelets and their 
decay products [6, 13]. At the same time, the total 
volume required for transfusion can be reduced. 
Establishing the stocks of canine erythrocyte mass 
is not possible during storage in hypothermia. As 
a result, the interest to cryopreservation of erythro-
cytes is growing. Their storage at ultra-low tem-
peratures stops the metabolism and, therefore, 
prevents the progressive disruption of the structure 
and function of isolated cells. In liquid nitrogen, 
erythrocytes can be stored for several years, that 
enables the establishing the stocks of preserved 
donor blood of diff erent groups and various breeds 
of dogs.

There are single studies on freezing of canine 
erythrocytes [5, 8, 19, 20, 24]. It is known that 
glycerol, being a classic cryoprotective agent (CPA) 
for human erythrocytes, is not eff ective during 
cryopreservation of canine ones [8, 9]. Dimethyl 
sulfoxide (DMSO) was more eff ective during low-
temperature storage of these cells, but the number 
of those injured during freeze-warming remained 
quite large. There are methods to cryopreserve the 
canine erythrocytes using impermeable CPAs, such 
as polyethylene glycol with m.w. 1500 (PEG-1500) 
[8] and hydroxyethyl starch (HEC) [19, 20, 24, 39]. 
The advantage of these methods is the possibility 
of eliminating the stage of CPAs removal before 
the transfusion. However, the disadvantage of such 
CPAs is the latent damage in warmed erythrocytes, 
which is manifested in a reduced osmotic sta-
bility during their transfer to an isotonic environ-
ment [14].

There is an approach of combining of impermeable 
polymeric CPAs with permeable ones [28, 40] in 
the freezing medium, due to which freezing of rat 
mesenchymal stem cells [30], platelets and human 
erythrocytes [4, 31]), hematopoietic stem cells of the 
human liver [33] and some plants [15] is successful. 
Of great importance is the freezing medium com-
position, in particular the presence of salts and sucrose. 
R.B. Williams et al. [27]) demonstrated that the use 
of sucrose as an additional CPA was helpful to reduce 
the osmotic shock of blastomeres after warming. 
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лин [22]. Велике значення має і склад середови-
ща заморожування, зокрема присутність солей 
і сахарози. У роботі R. B. Williams та співавт. [33] 
показано, що використання сахарози як додат-
кового кріопротектора допомагає знизити осмо-
тичний шок бластомерів після відігрівання.

Встановлено, що найбільш вразливими при 
заморожуванні-відігріванні є плазматичні мемб-
рани еритроцитів [25, 29, 34, 36, 42, 44]. У процесі 
кріоконсервування відбуваються зміни концент-
рації солей під час кристалізації та виморожу-
вання води, зміна осмолярності у процесі дода-
вання / видалення кріопротекторів, що призводить 
до механічної напруги мембрани еритроцитів 
і цитоскелета [19, 34, 36]. Суттєвим для мемб-
рани також є прямий механічний вплив, який 
створюється зростаючими кристалами льоду під 
час заморожування [1, 25, 42]. Основна роль під-
тримки стійкості еритроцитів за механічного 
впливу льоду належить плазматичній мембрані 
й білкам цитоскелетного комплексу клітин [32, 
44]. Тому при подальшій трансфузії підтримка 
життєздатності деконсервованих еритроцитів у 
руслі крові багато в чому буде залежати від 
здатності мембран клітин витримувати значні 
механічні напруги під час перепадів осмотич-
ного тиску, а також руху капілярами, розміри 
яких можуть бути меншими за діаметр самих 
еритроцитів. У зв’язку з цим оцінка осмотичної 
та механічної стійкості є важливими тестом 
якості деконсервованих еритроцитів перед зас-
тосуванням для трансфузії.

Мета роботи – вивчення кріопротекторних 
властивостей комбінованих сольових і сахароз-
но-сольових середовищ проникних і непроник-
них кріопротекторів під час швидкого заморожу-
вання еритроцитів собак, а також дослідження 
осмотичної та механічної стійкості деконсерво-
ваних еритроцитів.

Матеріали та методи
У роботі використовували такі реактиви: 

ПЕГ м. м. 1500, ГЕК м. м. 200, ДМСО, глюкозу 
(«Serva», Німеччина), сахарозу, NaCl, NaH2PO4ּּ 
H2O, Na2HPO4 та інші реактиви виробництва Росії 
та України (х. ч. або ос. ч.).

Об’єктам дослідження стали еритроцити со-
бак. Усі тварини були клінічно здоровими, ста-
тевозрілими безпорідними самцями (2–10 ро-
ків). Експерименти проводили відповідно до 
Закону України «Про захист тварин від жорсто-
кого поводження» (№ 3447–IV від 21.02.2006 р.) 
і відповідно до Міжнародних принципів Євро-
пейської конвенції з захисту хребетних тва-
рин (Страсбург, 1986 р.).

The most vulnerable to freeze-warming were 
found to be plasma membranes of erythrocytes [18, 
23, 29, 32, 38, 41]. In cryopreservation there are 
the changes in salt concentration during crystalliza-
tion and freezing of water, alteration in osmolarity 
during adding / removing the CPAs, that leads to 
mechanical stress on membrane of erythrocytes 
and cytoskeleton [12, 29, 32]. Signifi cant for the 
membrane is also a direct mechanical eff ect gene-
rated by growing ice crystals during freezing [1, 
18, 38]. The main role in maintaining the stability 
of erythrocytes under the mechanical action of ice 
belongs to the plasma membrane and proteins of 
the cytoskeletal complex of cells [26, 41]. There-
fore, during further transfusion, the maintenance 
of viability of warmed erythrocytes in bloodstream 
will largely depend on the ability of cell mem-
branes to withstand signifi cant mechanical stresses 
during osmotic pressure, as well as the movement 
of capillaries, which may be smaller than the dia-
meter of erythrocytes. Therefore, the assessment 
of osmotic and mechanical stability is an impor-
tant quality test for warmed erythrocytes prior to 
be used for transfusion.

The research aim was to study the cryoprotective 
properties of combined saline and sucrose-saline 
media of permeable and impermeable CPAs during 
rapid freezing of canine erythrocytes, as well as to 
investigate the osmotic and mechanical stability of 
warmed erythrocytes. 

Materials and methods 
The following reagents were used in the re-

search: PEG with m.w. 1500, HEC with m. w. 200, 
DMSO, glucose («Serva», Germany), sucrose, 
NaCl, NaH2PO4, ּּH2O, Na2HPO4 and other reagents 
produced in Russia and Ukraine (chemically pure 
or of high purity grades). 

The research subjects were canine erythrocytes. 
All the animals were clinically healthy, mature 
outbred males (2–10 years). The experiments were 
performed in accordance with the Law of Ukraine 
‘On the Protection of Animals Against Cruelty’ 
(№ 3447–IV of February 21st, 2006) and in accor-
dance with the International Principles of the 
European Convention for the Protection of Verte-
brate Animals (Strasbourg, 1986). 

Blood was collected with glucose-citrate preser-
vative and stored not longer than 48 hours at 5°C 
prior to the experiments. Erythrocytes were obtai-
ned by centrifugation of the whole blood at 750g 
for 5 min, followed by removal of plasma and pla-
telet layer. The erythrocytes were then washed three 
times with 4-fold volume of isotonic saline (150 mM 
NaCl, 10 mM phosphate buff er, pH 7.4).
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Кров заготовляли на глюкозо-цитратному 
консерванті та зберігали не більше 48 годин при 
5°С до проведення експериментів. Еритроци-
ти одержували методом центрифугування ціль-
ної крові при 750g протягом 5 хв із подальшим 
видаленням плазми та лейкотромбоцитарного 
шару. Після цього еритроцити тричі відмивали 
в 4-кратному об’ємі ізотонічного сольового роз-
чину (150 мМ NaCl, 10 мМ фосфатного буфера, 
pH 7,4).

Було приготовано такі розчини кріопротек-
торів: сольове середовище (на основі 150 мМ 
NaCl, 10 мМ фосфатного буфера) та сахарозно-со-
льове середовище (на основі 200 мМ сахарози, 
50 мМ NaCl, 10 мМ фосфатного буфера, pH 7,4). 
Кріоконсерванти додавали до суспензії еритро-
цитів у співвідношенні 1:1 за об’ємом. Тривалість 
інкубації еритроцитів у цих середовищах перед 
заморожуванням становила 20 хв за кімнатної 
температури (22°С). Зразки заморожували в кріо-
пробірках об’ємом 10 мл («Eppendorf», Німеччи-
на) шляхом занурення у рідкий азот (протокол 
швидкої заморозки). Швидкість охолодження 
в таких умовах становить 2,5 °C/с [39]. Віді-
грівання зразків проводили шляхом перенесен-
ня контейнера з рідкого азоту у водяну ванну 
(40–42°С) із постійним струшуванням. Зразки 
повністю відтавали приблизно за 50–60 с. Ви-
далення проникних кріопротекторів здійснюва-
ли послідовними етапами центрифугування при 
750g: 1 – відмивання рівним об’ємом розчину 
600 мМ NaCl, 10 мМ фосфатним буфером, рН 7,4; 
2 й 3 – відмивання рівними об’ємами розчином 
150 мМ NaCl, 10 мМ фосфатного буфера, рН 7,4. 
Гемоліз визначали методом спектрофотометрії 
(«СФ-46», Росія) за кількістю гемоглобіну, який 
вийшов із клітин. Кількість гемоглобіну виража-
ли у відсотках по відношенню до 100% гемолізу 
еритроцитів.

Осмотичну крихкість визначали за методом 
N. C. Jain [24]: оцінювали стабільність клітин 
у гіпотонічних розчинах NaCl від 0,1 до 0,9%. 
Індекс осмотичної крихкості визначали як кон-
центрацію NaCl, за якої відбувається 50%-й ге-
моліз.

Стійкість еритроцитів до механічного стресу 
оцінювали за рівнем гемолізу під впливом дрібних 
кульок, які перемішувалися у суспензії відповідно 
до методу, описаному у роботі Н. Г. Землянських 
[7]. Деконсервовані еритроцити (1 мл) перено-
сили у розчин 150 мМ NaCl, 10 мМ фосфатного 
буфера, рН 7,4 (5 мл) у пластикових стаканчиках 
(кінцевий гематокрит приблизно 15%). У стакан-
чики обережно вносили 50 пластикових кульок 
(діаметр 5 мм, маса 1,5 г) і магнітну паличку. 

The following CPA solutions were prepared: 
saline (based on 150 mM NaCl, 10 mM phosphate 
buff er) and sucrose-saline medium (based on 200 mM 
sucrose, 50 mM NaCl, 10 mm phosphate buff er, 
pH 7.4). Cryopreservatives were added to erythrocyte 
suspension in 1: 1 ratio (v/v). The duration of incu-
bation of erythrocytes in these media before freezing 
was 20 min at room temperature (22°C). Samples 
were frozen in 10 ml cryotubes (Eppendorf, Ger-
many) by an immersion into liquid nitrogen (rapid 
freezing protocol). The cooling rate in such con-
ditions is 2.5 °C / s [35]. The samples were warmed 
by transferring the liquid nitrogen container to a 
water bath (40–42°C) with constant shaking. The 
samples were completely thawed in about 50–60 s. 
Permeable CPAs were removed in successive stages 
of centrifugation at 750g: 1 – washing with an equal 
volume of 600 mM NaCl solution, 10 mM phosphate 
buff er, pH 7.4; 2 and 3 – washing in equal volumes 
with a solution of 150 mM NaCl, 10 mM phosphate 
buff er, pH 7.4. Hemolysis was spectrophotomet-
rically determined (SF-46, Russia) on the amount 
of hemoglobin released from the cells. The hemo-
globin amount was expressed as a percentage re-
lative to 100% hemolysis of erythrocytes.

Osmotic fragility was determined by the method 
of N.C. Jain [17], namely the stability of cells in 
hypotonic NaCl solutions from 0.1 to 0.9% was 
assessed. The index of osmotic fragility was defi ned 
as NaCl concentration at which 50% hemolysis 
occurs.

The resistance of erythrocytes to mechanical 
stress was assessed by the hemolysis level under 
the infl uence of small balls, which were mixed in 
suspension according to the method described by 
N.G. Zemlianskykh [42]. Warmed erythrocytes 
(1 ml) were transferred into a solution of 150 mm 
NaCl, 10 mM phosphate buff er, pH 7.4 (5 ml) in 
plastic cups (fi nal hematocrit was approximately 
15%). Fifty plastic balls (of 5 mm diameter and 
1.5 g weight) and a magnetic rod were carefully 
placed into the cups. The erythrocyte suspension 
with plastic beads was mixed by means of a magnetic 
stirrer (MM-5, Ukraine) at a speed of 750g for 
30 minutes. To determine hemolytic damage, the 
aliquots of cells were centrifuged at 750g and 
the supernatant was removed, wherein the hemo-
lysis level was determined as described above.

The results were statistically processed using 
the Statgraphics Plus 2.1 software (Manugistic Inc.; 
STATistical GRAPHICs system, USA). Data are 
presented as M ± SE (mean ± standard error). The 
signifi cance of the diff erences between experimental 
groups was assessed using a multi-scale Fisher’s 
test according to grouping the samples with the least 
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Суспензію еритроцитів із пластиковими куль-
ками перемішували за допомогою магнітної 
мішалки («ММ-5», Україна) зі швидкостю 750g 
протягом 30 хв. Для визначення гемолітичних 
ушкоджень аліквоти клітин центрифугували 
при 750g і відбирали супернатант, у якому визна-
чали рівень гемолізу як описано вище.

Статистична обробка результатів виконана з 
використанням програмного пакета «Statgraphics 
Plus 2.1» («Manugistic Inc.; STATistical GRAPHICs 
system», США). Дані представлено у вигляді 
M ± SE (середнє значення ± стандартна по-
милка). Статистичну значущість відмінностей 
між експериментальними групами оцінювали 
за допомогою множинного рангового тесту Фі-
шера за процедурою угруповання вибірок із 
найменшою значущою різницею. У кожній серії 
проведено не менше 6 дослідів.

Результати та обговорення
Вибір оптимальних кріопротекторів, їх ком-

бінацій і концентрацій є вирішальним факто-
ром для забезпечення високого виживання при 
кріоконсервуванні еритроцитів.

Вперше ДМСО в якості кріопротектора запро-
понували використовувати J. Lovelock і M. Bi-
shop [31]. Кріопротектор було застосовано для 
кріоконсервування (–196°С) еритроцитів люди-
ни C.E. Huggins [23]. Також відомо, що ДМСО 
є токсичною речовиною [9, 17], тому його необ-
хідно відмивати після розморожування клітин-
ної суспензії. Це ускладнює отримання якісних 
деконсервованих клітин і призводить до втрати 
частини клітин у процесі відмивання. За дани-
ми Е.Е. Rosenbaum [40] токсичність ДМСО на 
рівні організму має видову специфічність. Се-
редня летальна доза (ЛД50, г/кг) при внутріш-
ньовенному введенні для кроликів, мавп, лабора-
торних мишей і собак становить 19,2; 11,0; 3,8 
і 2,5 г/кг маси відповідно. Всесвітня організа-
ція охорони здоров’я в останні роки ХХ сто-
ліття дозволила застосування ДМСО у якості 
кріопротектора з обов’язковим відмиванням за-
морожених під його захистом матеріалів перед 
використанням.

З метою зниження токсичної дії кріопротек-
тора було досліджено комбіновані розчини на 
основі непроникного ПЕГ-1500 (15%) і проник-
ного ДМСО (2,5–10%) кріопротекторів. Розра-
хунок на успіх такого підходу пояснюється тим, 
що під час додавання, а також видалення про-
никних кріопротекторів відбувається порушення 
осмотичної рівноваги клітин, яке можна знач-
но знизити за допомогою одночасного додаван-
ня непроникного кріопротектора або сорбітолу/

signifi cant diff erence. At least 6 experiments were 
performed in each series.

Results and discussion
The choice of optimal CPAs, their combina-

tions and concentrations is a decisive factor in 
ensuring a high survival in cryopreservation of 
erythrocytes. For the fi rst time DMSO as a CPA 
was proposed for usage by J. Lovelock and M. Bi-
shop [25]. C.E. Huggins [16] used CPA for cryo-
preservation (–196°C) of human erythrocytes. It 
is also known that DMSO is a toxic substance 
[10, 21], so it must be washed after the cell suspen-
sion thawing. This complicates the obtaining of qua-
litative warmed cells and leads to the loss of some 
cells when washing. According to E.E. Rosenbaum 
[36], the DMSO toxicity at the level of an organism 
has species specifi city. The average lethal dose 
(LD50, g/kg) when administered intravenously 
to rabbits, monkeys, laboratory mice and dogs is 
19.2; 11.0; 3.8 and 2.5 g/kg body weight, respecti-
vely. In the last years of the twentieth century, 
the World Health Organization allowed the use 
of DMSO as a CPA with mandatory washing of 
cryopreserved specimens under its protection be-
fore use.

To reduce the toxic eff ect of CPAs, the combined 
solutions based on impermeable PEG-1500 (15%) 
and permeable DMSO (2.5–10%) CPAs were stu-
died. Considering this approach to be successful is 
explained by the fact that during the supplemen-
ting and removal of permeable CPAs the osmotic 
balance of cells is disordered, that can be signifi cantly 
reduced by adding impermeable CPA or sorbitol / 
sucrose [44]. The use of combined CPAs involves 
ensuring an optimal dehydration of cells and mi-
nimizing the changes in their volume during freeze-
warming. Rapid freezing by an immersion of 
the containers into liquid nitrogen was chosen as 
the most optimal cryopreservation method to be 
used in cryobanks. The most eff ective penetrating 
CPA during cryopreservation of canine erythrocytes 
is DMSO [9], and the promising one for freezing 
human erythrocytes is PEG-1500 [2].

The Table shows the level of erythrocytes’ 
hemolysis after cryopreservation under protection 
of impermeable (15% PEG-1500) and various 
concentrations of permeable (2.5–10% DMSO) 
CPAs. Immediately after thawing, a high rate of 
erythrocyte preservation was observed in almost all 
freezing options. However, after the CPA removal, 
which must be performed before the use of warmed 
erythrocytes in clinical practice, the degree of cell 
injury increased sharply in all the samples with 
PEG-1500. In the medium, which contained only 
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сахарози [6]. Застосування комбінованих кріо-
протекторів передбачає забезпечення оптималь-
ної дегідратації клітин і мінімізацію зміни їх 
об’єму в процесі заморожування-відігрівання. 
Було обрано швидке заморожування шляхом за-
нурення контейнерів у рідкий азот, як найбільш 
оптимальний метод кріоконсервування для ви-
користання в кріобанках. Найефективнішим про-
никним кріопротектором під час кріоконсер-
вування еритроцитів собак є ДМСО [5], а пер-
спективним для заморожування еритроцитів 
людини – ПЕГ-1500 [2].

У таблиці представлено рівень гемолізу ери-
троцитів після кріоконсервування під захистом 
непроникного (15% ПЕГ-1500) і різних концен-
трацій проникного (2,5–10% ДМСО) кріопротек-
торів. Відразу після розморожування спостері-
гався високий рівень збереження еритроцитів 
майже в усіх варіантах заморожування. Однак 
після процедури видалення кріопротекторів, яку 
необхідно робити перед застосуванням декон-
сервованих еритроцитів у клінічній практиці, 
ступінь пошкодження клітин різко збільшував-
ся у всіх пробах із ПЕГ-1500. У середовищі, яке 
містило тільки 10% ДМСО, ступінь пошкод-
ження клітин значно менший як після розмо-

10% DMSO, the degree of 
cell damage is much lower 
both after thawing and after 
the CPA removal. During the 
use of sucrose-saline medium, 
the level of hemolysis after 
freeze-warming was further 
reduced. The decrease in salt 
concentration and increase 
in sucrose one in the CPA 
solution favorably aff ected the 
preservation of cells in freeze-
warming.

Thus, the use of a combi-
nation of permeable DMSO 
and impermeable PEG-1500 
during rapid freezing was not 
eff ective for the protection of 
canine erythrocytes against 
adverse factors of low-tempe-
rature preservation. This is con-
fi rmed by the data of N.G. Zem-
lianskykh et al. [43], wherein 
it has been shown that if PEG-
1500 is used for cryopreser-
vation of human erythrocytes, 
the asymmetry of the distri-
bution of phosphatidylserine 
in the membrane is disordered, 

Середовище
Medium

Концентрація кріопротектора, %
CPA concentration, %

Гемоліз, %
Hemolysis, %

ДМСО
DMSO

ПЭГ-1500
PEG-1500

Після розморожування
After warming

Після видалення 
кріопротектора

After CPA 
removal

Сольове
Saline

2,5 15 7,12 ± 0,72 99,76 ± 0,24

5 15 20,25 ± 9,20 95,10 ± 1,13

7,5 15 22,53 ± 3,02 76,01 ± 6,13

10 15 5,73 ± 1,93 44,17 ± 4,62

10 – 22,08 ± 2,90 27,03 ± 5,19

Сахарозно-
сольове
Sucrose-

saline

2,5 15 13,77 ± 6,09 95,46 ± 3,27

5 15 4,17 ± 0,21 92,94 ± 1,53

7,5 15 6,52 ± 2,60 98,06 ± 1,31

10 15 5,14 ± 1,28 43,54 ± 5,3

10 – 13,42 ± 2,22 16,2 ± 2,31

Примітка: дані представлено у вигляді М ± m із 6 незалежних експериментів, 
р < 0,05.
Note: the data are presented as М ± m among 6 independent experiments, 
р < 0.05.

Рівень гемолізу еритроцитів після кріоконсервування під захистом 
проникного (ДМСО) і непроникного (ПЕГ-1500) кріопротекторів

Level of crythrocyte hemolysis after cryopreservation 
with permeable (DMSO) anf impermeable (PEG-1500) CPAs 

that indicates its sublethal damage. Therefore, the 
use of combined solutions using PEG-1500 does 
not protect cells against an injury to erythrocyte 
membranes and should not be used in cryopreser-
vation protocols for canine erythrocytes.

Figure 1 comparatively shows the degree of injury 
to canine erythrocytes after freeze-warming under 
protection of impermeable PEG-1500, HEC and 
permeable DMSO CPAs. Immediately after thawing, 
the impermeable CPA PEG-1500 showed the best 
cryoprotective properties, but after removal of 
CPA with NaCl saline, the level of hemolysis in-
creased sharply. It is known [2] that PEG-1500 does 
not need to be removed before transfusion, but the 
cells enter an isotonic environment in the blood-
stream, in which they can be severely damaged. 
Probably, the presence of PEG-1500 masks the 
presence of a hidden damage.

Permeable DMSO allows to keep the canine 
erythrocytes at a fairly high level during freeze-
warming [9]. Therefore, we used this CPA in 10% 
concentration, and to optimize the freezing condi-
tions, diff erent amounts of salt and sucrose were ad-
ded to the freezing medium. After freeze-warming 
in an isotonic environment, the water is headed 
towards the cells saturated with CPA [44]). In this 
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рожування, так і після видалення 
кріопротектора. Під час викорис-
тання сахарозно-сольового середо-
вища рівень гемолізу після замо-
рожування-відігрівання ще більше 
знижувався. При цьому знижен-
ня концентрації солі й підвищення 
концентрації сахарози в розчині 
кріопротекторів сприятливо позна-
чалося на збереженні клітин у про-
цесі заморожування-відігрівання.

Таким чином, застосування ком-
бінації проникного ДМСО і непро-
никного ПЕГ-1500 під час швид-
кого заморожування виявилося не 
ефективним для захисту еритро-
цитів собак від несприятливих фак-
торів низькотемпературного кон-
сервування. Це підтверджується 
даними у роботі Н. Г. Землянських 
та співавт. [8], у якій показано, що 
під час використання ПЕГ-1500 
для кріоконсервування еритроцитів 
людини порушується асиметрія 
розподілу фосфатидилсерину в 
мембрані, що вказує на її субле-

case the cells swell and can maximize 1.8–2 times 
their volume. Therefore, impermeable sucrose was 
added to the medium to eliminate or reduce ede-
ma.

It was found that the involvement of sucrose into 
the medium increases the preservation of cells after 
thawing and especially after the CPA removal from 
the cells (Fig. 1). When using an isotonic sucrose-
salt medium in a DMSO solution, the total hemolysis 
(after thawing and removal of the CPA from the 
cells) was reduced by 10%. It can be concluded that 
reducing the salt concentration and adding sucrose 
to cryopreservatives with 10% DMSO can save 
more cells. These data are consistent with those of 
D.I. Aleksandrova et al. [1], which evidence that an 
increase in the concentration of salts in extracellular 
environment leads to a decrease in mechanical 
stability of erythrocytes, damaging them during 
freeze-warming. However, sucrose in the medium 
acts as an osmotic buff er, which reduces the osmotic 
shock after thawing. Therefore, besides reducing 
the salt concentration, the addition of sucrose to 
the medium leads to a decrease in the degree of cell 
injury, which is observed especially after washing 
the cells from the CPAs.

The mechanical stability of cells after incubation 
with CPAs in all research variants does not diff er 
signifi cantly from that for the control cells (Fig. 2). 
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Рис. 1. Пошкодження еритроцитів собак у циклі за-
морожування-відігрівання під захистом різних кріо-
протекторів: 1 – 15% ПЕГ-1500; 2 – 10% ДМСО; 3 – 
10% ДМСО; 4 – 12,5% ГЕК. Кріоконсерванти 1, 2, 
4 містять 150 мМ NaCl, 10 мМ фосфатного буфе-
ра; 3 – 200 мМ сахарози, 50 мМ NaCl, 10 мМ фос-
фатного буфера; □ – гемоліз після розморожуван-
ня, ■ – гемоліз після видалення кріопротектора; 
р < 0,05. 
Fig. 1. Injury of canine erythrocytes in freeze-warming 
cycle under protection of diff erent CPAs: 1 – 15% PEG- 
1500; 2 – 10% DMSO; 3 – 10% DMSO; 4 – 12.5% HES. 
Cryopreservatives 1, 2, 4 contain 150 mM NaCl, 10 mM 
phosphate buff er; 3 – 200 mM sucrose, 50 mM NaCl, 
10 mM phosphate buff er; □ – hemolysis after warming,  
■ – hemolysis after CPA removal; p < 0.05.
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Рис. 2. Пошкодження еритроцитів при механічному стресі протягом 
30 хв: ■ – додавання кріопротектора; □ – кріоконсервовані еритро-
цити. * – підвищення значуще щодо контрольного розчину (150 мМ 
NaCl, рН 7,4); 1 – ПЕГ-1500, 2 – ГЕК, 3 – ДМСО (сольове середови-
ще), 4 – ДМСО (сахарозно-сольове середовище); р ˂ 0,05.
Fig. 2. Injury to erythrocytes under mechanical stress for 30 minutes: 
■ – with CPA; □ – cryopreserved erythrocytes. * – signifi cant increase 
relative to the control solution (150 mm NaCl, pH 7.4); 1 – PEG-1500, 2 – 
HES, 3 – DMSO (saline medium), 4 – DMSO (sucrose-saline medium); 
p ˂ 0.05.

1 2 3 4

*
*

*

0

20

40

60

80

100

120

*
*

*



45проблеми кріобіології і кріомедицини
problems of cryobiology and cryomedicine
том/volume 31, №/issue 1, 2021

додавали різну кількість солі й сахарози. Після
заморожування-відігрівання в ізотонічному сере-
довищі до насичених кріопротектором клітин спря-
мовується вода [6]. За цих умов клітини набрякають 
і можуть максимально збільшити свій об’єм в 1,8–
2 рази. У зв’язку з цим для виключення або змен-
шення рівня набрякання до середовища вводили 
непроникну сахарозу.

Було встановлено, що включення до середови-
ща сахарози підвищує збереженість клітин після 
розморожування і особливо після видалення кріо-
протектора з них (рис. 1). Під час використання 
ізотонічного сахарозно-сольового середовища 
в розчині ДМСО загальний гемоліз (після роз-
морожування і видалення кріопротектора з клі-
тин) знижувався на 10%. Можна зробити висно-
вок, що зниження концентрації солі й додавання 
сахарози до кріоконсервантів із 10%-м ДМСО 
дозволяють зберегти більшу кількість клітин. 
Ці дані узгоджуються з результатами Д. І. Алек-
сандрова та співавт. [1], згідно з якими зростання 
концентрації солей у позаклітинному середо-
вищі призводить до зниження механічної ста-

However, after freeze-warming the degree of hemo-
lytic damage to cells increased sharply during 
their cryopreservation under protection of imper-
meable CPAs (PEG-1500 and HEC). A sharp de-
crease in mechanical stability of these cells may 
indicate signifi cant injury to erythrocytes after 
cryopreservation. Thus, the use of erythrocyte suspen-
sion after cryopreservation under the protection of 
impermeable CPAs is impossible. The transfer of 
such cells into the bloodstream of dogs will cause 
intravascular hemolysis, which can have negative 
consequences for animal health.

The results of studying the mechanical stability 
of the cells cryopreserved with permeable CPA 
DMSO, showed a high level of cell stability after 
thawing (Fig. 2). It is possible [44] that the CPA based 
on sucrose-saline medium does not cause serious 
changes in the membrane properties if compared to 
the saline, that allows their use in veterinary prac-
tice.

Because impermeable CPAs in the studied con-
ditions do not provide a suffi  cient cell protection, 
at the next stage of the investigation we used only 

тальні пошкодження. Отже, застосу-
вання комбінованих розчинів із викори-
станням ПЕГ-1500 не захищає клітини 
від ушкоджень еритроцитарних мем-
бран і його не слід використовувати 
в протоколах кріоконсервування ерит-
роцитів собак.

На рис. 1 у порівнянні показано 
ступінь пошкодження еритроцитів собак 
після заморожування-відігрівання під 
захистом непроникних ПЕГ-1500, ГЕК 
і проникного ДМСО кріопротекторів. 
Відразу після розморожування кращі 
кріозахисні властивості показав непро-
никний кріопротектор ПЕГ-1500, однак 
після видалення кріопротектора фізіо-
логічним розчином NaCl рівень гемо-
лізу різко збільшився. Відомо [2], що 
ПЕГ-1500 не потрібно видаляти перед 
трансфузією, але клітини потрапляють
в ізотонічне середовище в руслі крові, 
у якому і можуть бути сильно пошкод-
жені. Ймовірно, присутність ПЕГ-1500 
маскує наявність прихованих пошкод-
жень.

Проникний ДМСО дозволяє зберегти
еритроцити собак на досить високому 
рівні під час заморожування-відіг-
рівання [5]. Тому ми використовували 
цей кріопротектор у 10%-й концентрації, 
а з метою оптимізації умов заморо-
жування в середовище заморожування
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Рис. 3. Криві осмотичної крихкості еритроцитів собак: ● – кон-
трольні клітини; ◊ – клітини після експонування з 10% ДМСО, який 
містить 150 мМ NaCl; ♦ – клітини після кріоконсервування під за-
хистом 10%-го ДМСО, який містить 150 мМ NaCl; □ – клітини піс-
ля експонування з 10%-м ДМСО, що містить 200 мМ сахарози та 
50 мМ NaCl; ■ – клітини після кріоконсервування під захистом 
10%-го ДМСО, що містить 200 мМ сахарози та 50 мМ NaCl. 
Fig. 3. Curves of osmotic fragility of canine erythrocytes: ● – 
control cells; ◊ – cells after exposure to 10% DMSO, which 
contains 150 mm NaCl; ♦ – cells after cryopreservation under 
protection of 10% DMSO, which contains 150 mm NaCl; □ – cells 
after exposure to 10% DMSO containing 200 mM sucrose and 
50 mM NaCl; ■ – cells after cryopreservation under protection of 
10% DMSO containing 200 mM sucrose and 50 mM NaCl.
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більності еритроцитів, що пошкоджує 
їх під час заморожування-відігрівання. 
Однак сахароза в середовищі виступає 
у якості осмотичного буфера, який зменшує 
осмотичний шок після відтавання. Тому, 
крім зниження концентрації солі, дода-
вання в середовище сахарози приводить 
до зниження ступеня пошкодження клі-
тин, що спостерігається особливо після 
відмивання клітин від кріопротектора.

Механічна стійкість клітин після ін-
кубації з кріопротекторами в усіх дослід-
жувальних варіантах значуще не від-
різняється від стійкості контрольних 
клітин (рис. 2). Однак після заморожу-
вання-відігрівання ступінь гемолітич-
них пошкоджень клітин різко збіль-
шувалася під час їх кріоконсервування 
під захистом непроникних кріопротек-
торів (ПЕГ-1500  та ГЕК). Різке знижен-
ня механічної стійкості клітин може 
свідчити про значні їх пошкодження 
після кріоконсервування. Таким чином, 
використання суспензії еритроцитів
після кріоконсервування під захистом
непроникних кріопротекторів є немож-
ливим. Перенесення таких клітин у 
русло крові собак зумовить внутріш-
ньосудинний гемоліз, що може мати 
негативні наслідки для здоров’я тварин.

Результати дослідження механічної 
стійкості клітин, кріоконсервованих під 
захистом проникного кріопротектора 
ДМСО, показали високий рівень їх 
стійкості після розморожування (рис. 2). 

DMSO, comparing the composition of the media 
(salt and sucrose-salt). We performed a test for os-
motic fragility of erythrocytes, which was an in-
tegral index, refl ecting the membrane mechano-
elastic properties.

The curves of osmotic fragility for the cells 
cryopreserved with DMSO are presented in Fi-
gure 3. It should be noted that after incubation 
with DMSO there were no signifi cant changes 
in osmotic fragility of erythrocytes in both cases: 
this CPA slightly aff ected the mechano-elastic 
properties of erythrocyte membrane, but after 
freeze-warming they deteriorated signifi cantly when 
just saline was used. This is manifested in the 
shift of the lysis curve of erythrocytes in hypo-
tonic solutions to an increase in NaCl concent-
ration. After the CPA was used jointly with 
sucrose-saline medium, as well as after freeze-
warming with this cryopreservative, no response 
to osmotic changes was observed.
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Рис. 4. Індекс осмотичної крихкості еритроцитів собак: 1 – 
контрольні клітини; 2 – клітини після експонування з 10% ДМСО, 
який містить 150 мМ NaCl; 3 – клітини після кріоконсерву-
вання під захистом 10%-го ДМСО, який містить 150 мМ NaCl; 
4 – клітини після експонування з 10%-м ДМСО, що містить 
200 мМ сахарози та 50 мМ NaCl; 5 – клітини після кріоконсерву-
вання під захистом 10% ДМСО, що містить 200 мМ сахарози
та 50 мМ NaCl. * – підвищення індексу крихкості значуще щодо 
контролю, р ˂ 0,05.
Fig. 4. Index of canine erythrocytes’ osmotic fragility: 1 – 
control cells; 2 – cells after exposure to 10% DMSO containing 
150 mM NaCl; 3 – cells after cryopreservation under protection 
of 10% DMSO, which contains 150 mM NaCl; 4 – cells after 
exposure to 10% DMSO containing 200 mM sucrose and 
50 mM NaCl; 5 – cells after cryopreservation under protection 
of 10% DMSO containing 200 mM sucrose and 50 mM NaCl. 
* – increase in fragility index is significant relative to the control, 
p ˂ 0.05.
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Можливо [6], що кріопротектор на основі саха-
розно-сольового середовища не викликає серй-
озних змін властивостей мембран порівняно з 
сольовим середовищем, що дозволяє використо-
вувати його у ветеринарній практиці.

Оскільки непроникні кріопротектори в дос-
ліджуваних умовах не забезпечують достатній 
рівень захисту клітин, то на наступному етапі 
дослідження застосовували тільки ДМСО, порів-
нюючи склад середовищ (сольове і сахарозно-
сольове). Нами було проведено тест на осмотич-
ну крихкість еритроцитів, який є інтегральним 
показником, що відображає механо-еластичні 
властивості мембрани.

Криві осмотичної крихкості клітин, кріокон-
сервованих під захистом ДМСО, представле-
но на рис. 3. Слід зазначити, що після інкубації 
з ДМСО не відбувалося істотних змін осмо-
тичної крихкості еритроцитів в обох випад-
ках: цей кріопротектор практично не впливає на 
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механо-еластичні властивості мембрани еритро-
цитів, однак після використання тільки сольо-
вого середовища та заморожування-відігріван-
ня вони істотно погіршуються. Це проявляється 
у зміщенні кривої лізису еритроцитів у гіпото-
нічних розчинах до збільшення концентрації 
NaCl. Після використання кріопротектора в ком-
бінації з сахарозно-сольовим середовищем, а 
також після заморожування-відігрівання під за-
хистом цього кріоконсерванта реакція на ос-
мотичні зміни були відсутні.

З кривих осмотичної крихкості було визначе-
но індекс крихкості (рис. 4). Після інкубування 
еритроцитів у кріопротекторних розчинах не спо-
стерігалося значущих відмінностей від контроль-
ної групи. Але після кріоконсервування еритро-
цитів під захистом ДМСО на основі сольового 
розчину відбувається збільшення даного показ-
ника (тобто клітини стають більш крихкими) на 
відміну від клітин, кріоконсервованих із ДМСО 
на основі сахарозно-сольового розчину.

Додавання непроникної сахарози до проник-
ного кріопротектра ДМСО ймовірно покращує 
регуляцію осмотичних і метаболічних процесів у 
клітинах, сприяє ефективному захисту і репарації 
клітинної мембрани еритроцитів у процесі замо-
рожування-відігрівання.

Висновки
1. Використання комбінованих розчинів кріо-

протекторів на основі ПЕГ-1500 (15%) і ДМСО 
(2,5–10%) у сольовому середовищі є недостатньо 
ефективним для кріоконсервування еритроцитів 
собак.

2. Зниження концентрації солі й додавання до 
середовища кріоконсервування непроникної до 
клітин сахарози сприяє підвищенню збереженості 
еритроцитів після кріоконсервування.

3. Найбільш ефективним кріоконсервантом 
для еритроцитів собак виявився 10%-й ДМСО на 
основі сахарозно-сольового середовища.

4. Висока збереженість, механічна і осмотич-
на стійкість еритроцитів, кріоконсервованих у 
10%-му ДМСО на основі сахарозно-сольового 
середовища свідчать про можливість заморожу-
вання, довгострокового зберігання та створен-
ня запасів еритроцитів собак різних груп крові 
для застосування в трансфузіології.

The fragility index was determined from the 
osmotic fragility curves (Fig. 4). After incubation 
of erythrocytes in cryoprotective solutions, no sig-
nifi cant diff erences if compared with the control 
group were found. But after cryopreservation 
of erythrocytes with DMSO based on saline, there 
is an increase in this index (i. e. cells become 
more fragile) in contrast to the cells cryopreser-
ved with DMSO based on sucrose-saline solu-
tion.

The supplementing of impermeable sucrose 
to permeable CPA DMSO probably improves the 
regulation of osmotic and metabolic processes in 
cells, promotes eff ective protection and repair of 
the erythrocyte membrane in freeze-warming.

Conclusions 
1. The use of combined solutions of CPAs ba-

sed on PEG-1500 (15%) and DMSO (2.5-10%) in 
saline was not eff ective enough for cryopreserva-
tion of canine erythrocytes. 

2. Reducing the salt concentration and adding 
the sucrose impermeable to cells into the cryopre-
servation medium contributed to preservation of 
erythrocytes after cryopreservation. 

3. The most eff ective cryopreservative for canine 
erythrocytes occurred to be 10% DMSO based on 
sucrose-saline medium.

 4. High preservation rate, mechanical and os-
motic stability of the erythrocytes, cryopreserved 
with 10% DMSO on the basis of sucrose-salt me-
dium indicated the possibility of freezing, long-term 
storage and accumulation of canine erythrocytes 
of diff erent blood groups for application in trans-
fusiology. 
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