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Реферат: Досліджували постгіпертонічний лізис еритроцитів людини при варіюванні складу середовища на етапі дегідра-

тації. Осмоляльність комбінованих середовищ, які містять різні концентрації гліцерину і NaCl, становила ~ 2370 мOсм/л. 
Показано, що рівень постгіпертонічного лізису еритроцитів визначається не загальною осмоляльністю середовища дегідра-
тації, а концентрацією гліцерину в складі комбінованих середовищ. Встановлено, що характер розвитку постгіпертонічного 
лізису еритроцитів за використання гліцерину в складі комбінованих середовищ на етапі дегідратації не залежить від попе-
реднього насичення клітин кріопротектором. Порівняльне вивчення постгіпертонічного шоку еритроцитів за 37 і 0°С показало, 
що в останньому випадку гемоліз клітин розвивається за умов використання гліцерину в більш низькій концентрації (10%) 
у складі комбінованих середовищ (при 0°С рівень постгіпертонічного лізису еритроцитів вище в 2,7 раза). Встановлений 
ефект може бути пов’язаний зі значною різницею в швидкостях транспорту води і кріопротектору через еритроцитарну 
мембрану при низькій температурі.

Ключові слова: постгіпертонічний шок, постгіпертонічний лізис, комбіновані середовища, гліцерин, еритроцити.
Abstract: In this research, a post-hypertonic lysis of human erythrocytes has been studied by varying the medium composition 

at dehydration stage. The osmolality of combined media, containing diff erent concentrations of glycerol and NaCl was ~ 2370 mOsm/L. 
The level of post-hypertonic lysis of erythrocytes was shown as determined not by the total osmolality of dehydration medium, but 
glycerol concentration within the combined media. It was found that the nature of post-hypertonic lysis development of erythrocytes if 
using glycerol within the combined media at dehydration stage did not depend on preliminary cell saturation with cryoprotectant. 
A comparative study of post-hypertonic shock of erythrocytes at 37 and 0°C showed that in the latter case the cell hemolysis deve-
loped if using glycerol in lower concentration (10%) within the combined media (at 0°C the level of erythrocyte post-hypertonic lysis 
was 2.7 times higher). The observed eff ect may be due to a signifi cant diff erence in the rates of transport for water and cryoprotectant 
through erythrocyte membrane at low temperatures.
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На сьогодні низькотемпературне консерву-
вання вважають єдиним можливим підходом, 
який забезпечує тривале зберігання крові та її 
компонентів [13, 16, 22]. За умов збережен-
ня еритроцитів при температурі –196ºС кліти-
ни зберігають свою цілісність, однак їх руйну-
вання відбувається на етапах заморожування 
і розморожування внаслідок дії кріопошкоджу-
вальних чинників [10, 13, 16, 22]. Зміна темпера-
тури та високі концентрації солей, що утворюють-
ся під час виморожування вільної води, мають 
руйнівний вплив на клітини у процесі заморо-
жування. Цей ефект було вивчено з викорис-
танням модельних експериментів [6]. У процесі 

Today, the low-temperature preservation is con-
sidered as the only possible approach, providing a 
long-term storage for blood and its components [9, 
12, 19]. When storing the erythrocytes at –196°C, 
their integrity is preserved, but during freezing and 
thawing, due to the eff ect of cryodamaging factors, 
their destruction occurs [4, 9, 12, 19]. The temperatu-
re change and high concentrations of salts, formed 
within the free water freezing out, have a destroying 
eff ect on cells during freezing. This eff ect was 
studied using the model experiments [22]. During 
cell warming, as a result of ice melting, the medium 
osmolality is sharply decreased (from hypertonic 
values down to isotonic ones) and cell death can 
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розморожування клітин внаслідок танення льо-
ду осмоляльність середовища різко знижується 
(від гіпертонічних до ізотонічних значень), що 
може призводити до їх загибелі. Пошкодження 
еритроцитів за таких умов має назву постгіпер-
тонічного шоку (ПГШ). Це явище можна реєст-
рувати як у реальних умовах (у процесі роз-
морожування клітин), так і в модельних експе-
риментах [2, 3, 21]. У останньому випадку воно 
реалізується шляхом інкубації еритроцитів у 
середовищі дегідратації та їх подальшого пере-
несення в середовище регідратації за плюсових 
значень температури [2, 4].

На даний час з метою тривалого зберігання 
еритроцитів широко використовують їх низько-
температурне консервування під захистом глі-
церину [13, 22]. Основне пошкодження клітин 
відбувається на етапі видалення кріопротек-
тору, тому вдосконалення даного методу спря-
мовано на підвищення показників стану клітин 
на етапі його видалення [18, 19].

Результати застосування моделі ПГШ показа-
ли, що рівень постгіпертонічного лізису (ПГЛ) 
еритроцитів людини залежить від концентра-
цій проникального (гліцерин) і непроникально-
го (NaCl) компонентів [2, 5], тому важливо було 
визначити їх внесок в комбінованих середови-
щах у розвиток постгіпертонічного пошкодження 
еритроцитів людини.

Мета роботи – дослідження постгіпертоніч-
ного лізису еритроцитів людини при варію-
ванні концентрацій солі (NaCl) та кріопротек-
тору (гліцерин) за умов незмінної осмоляльності 
середовища дегідратації при 37 і 0°С.

Матеріали та методи
У роботі використовували еритроцити, які от-

римували з донорської крові чоловіків А (II)+ 

групи, наданої Харківським обласним центром 
служби крові. Кров центрифугували, відбира-
ли плазму, після еритромасу двічі відмивали на 
центрифузі (при 1000g) у 10-кратному об’ємі фі-
зіологічного розчину (0,9% NaCl), приготовано-
му на фосфатному буфері, рН 7,4. Лейкоцитарну 
плівку і супернатант видаляли аспірацією. Ери-
троцити зберігали у вигляді щільного осаду не 
більше 4 годин за температури 0ºС. Усі середо-
вища готували на фосфатному буфері (5 ммоль/л, 
рН 7,4). Вихідну суспензію еритроцитів отри-
мували шляхом додавання осаду еритроцитів 
до фізіологічного розчину в співвідношенні 
1:1.

Постгіпертонічний шок еритроцитів здійс-
нювали наступним чином. Суспензію еритро-
цитів (200 мкл) переносили в 1,0 мл гіпертоніч-

occur. The erythrocyte damage under such condi-
tions is called as post-hypertonic shock (PHS). 
This phenomenon may be found both under real 
conditions (during cell freeze-thawing) and in mo-
del experiments [18, 20, 21]. In the latter case, it 
is implemented via erythrocyte incubation in dehy-
dration medium and their subsequent transfer into 
rehydration one at positive temperature values [6, 
20]. 

To date, the erythrocytes’ low-temperature preser-
vation with glycerol protection is commonly used 
for their long-term storage [9, 19]. The main cell 
damage occurs during cryoprotectant removal, so 
the mastering of this method is now focused to 
increase the indices of cell state during its removal 
[14, 15]. 

The results of application of PHS model sho-
wed the level of post-hypertonic lysis (PHL) of human 
erythrocytes to depend on concentrations of penet-
rating (glycerol) and non-penetrating (NaCl) com-
ponents [7, 20], therefore of importance was to deter-
mine their contribution within the combined media 
in development of post-hypertonic damage to human 
erythrocytes. 

The research was aimed to study a post-hyper-
tonic lysis of human erythrocytes by varying the 
concentrations of salt (NaCl) and cryoprotectant 
(glycerol) under constant osmolality of dehydration 
medium at 37 and 0°C.

Materials and methods
The erythrocytes, procured from donated men 

blood of A (II)+ group, provided by the Kharkiv 
Regional Blood Service Center, were used here. 
Blood was centrifuged, then the plasma was col-
lected, and erythromass was washed twice by centri-
fugation (at 1000g) in 10-fold volume of saline 
(0.9% NaCl prepared with phosphate buff er, pH 
7.4). Leukocyte fi lm and supernatant were remo-
ved by aspiration. Erythrocytes were stored as a 
dense precipitate for no more than 4 hrs at 0°C. 
All the media were prepared with phosphate buff er 
(5 mmol/L, pH 7.4). The initial erythrocyte suspen-
sion was obtained by erythrocyte sediment supple-
ment to saline in 1:1 ratio. 

Post-hypertonic shock of erythrocytes was per-
formed as follows: the erythrocyte suspension (200 μl) 
was transferred into 1.0 ml hypertonic solution, 
containing 7% (1.2 mol/L) NaCl, then incubated 
for 20 min (dehydration stage). Afterwards, 50 μl 
of suspension were taken from this sample and 
transferred into 1.0 ml of saline (rehydration 
stage) for 5 min. The fi nal hematocrit made 0.4%, 
the temperature regimen of experiment was 37 or 
0ºC.
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ного розчину, що містить 7% (1,2 моль/л) NaCl, 
інкубували протягом 20 хв (етап дегідратації). 
Потім з цієї проби відбирали 50 мкл суспензії 
та переносили на 5 хв у 1,0 мл фізіологічного роз-
чину (етап регідратації). Кінцевий гематокрит 
становив 0,4%, температурний режим експери-
менту – 37 або 0ºС.

Для вивчення ПГЛ еритроцитів із викорис-
танням гліцерину їх протягом 20 хв інкубували 
в середовищах, що містять різні концентрації 
гліцерину (2–15%) та 0,9% NaCl, після чого пе-
реносили в фізіологічний розчин на 5 хв (ге-
матокрит 0,4%). Температурний режим становив 
37°С.

Для визначення впливу складу середовища 
дегідратації на ПГЛ еритроцитів проводили їх 
інкубацію в комбінованих середовищах (етап 
дегідратації) і потім переносили в фізіологічний 
розчин (етап регідратації). У комбінованих се-
редовищах вміст гліцерину та NaCl варіювали 
таким чином, щоб сумарна осмоляльність була 
незмінною і відповідала осмоляльності розчину, 
що містить 7% NaCl (2370 мОсм/л). Склад ви-
користовуваних у роботі комбінованих середо-
вищ із заданою осмоляльністю наведено в табл. 1.

Після завершення інкубації клітини центри-
фугували протягом 3 хв при 1000g. Вміст гемог-
лобіну, який вийшов у супернатант, визначали 
спектрофотометрично на довжині хвилі 543 нм. 
За 100% приймали поглинання проби, до якої до-
давали детергент тритон Х-100 у концентрації 
0,1%.

Схема проведення експерименту з вивчення 
ПГШ еритроцитів представлена на рис. 1.

Осмоляльність розчинів визначали за допо-
могою осмометра ОМКА 1Ц-01 («Медлабортех-
ніка», Україна).

Для статистичної обробки отриманих експе-
риментальних даних використовували програму 
«Statistica 6.0» (StatSoft Inc., США) і результати
представляли як медіану (Ме) і інтерквартіль-
ний інтервал (Q1–Q3). Статистичну значущість
відмінностей досліджуваних числових показників
перевіряли за критерієм Манна-Уїтні. Відмін-
ності вважали значущими при р < 0,05. 

Результати та обговорення
Для вивчення впливу проникального кріо-

протектору гліцерину на ПГЛ еритроцитів про-
водили їх інкубацію в фізіологічних середо-
вищах із різною концентрацією гліцерину, потім 
клітини переносили в фізіологічний розчин за 
37°С (рис. 2). Видно, що рівень гемолізу ерит-
роцитів різко збільшується при використанні глі-
церину в концентраціях, що перевищують 2%. 

To study the erythrocytes’ PHL with glycerol use, 
they were incubated in the media containing dif-
ferent concentrations of glycerol (2–15%) and 0.9% 
NaCl for 20 min, then transferred into saline for 
5 min (hematocrit 0.4%). Temperature regimen was 
37°C.

To determine the impact of the dehydration me-
dium composition on erythrocytes’ PHL, they were 
incubated in the combined media (dehydration 
stage) and then transferred into saline (rehydration 
stage). In the combined media, the glycerol and NaCl 
content was varied in such a way that the total 
osmolality of the solution remained constant and 
corresponded to the osmolality of the one, containing 
7% NaCl (2370 mOsm/L). The composition of 
the combined media with a fi xed osmolality we 
used here, was shown in the Table 1. 

When incubation completed, the cells were cen-
trifuged for 3 min at 1000g. The hemoglobin con-
tent, released into supernatant was determined 
spectrophotometrically at 543 nm wavelength. The 
absorption of the sample, supplemented with Triton 
X-100 detergent at 0.1% concentration, was assu-
med as 100%. 

The design of the experiment on erythrocyte PHS 
study is shown in Fig. 1.

The osmolality of the solutions was determined 
using OMKA 1C-01 osmometer (Medlabortekhnyka, 
Ukraine). 

Our fi ndings were statistically processed with Sta-
tistica 6.0 software (StatSoft Inc., USA) and results
presented as the median (Me) and interquartile range 
(Q1 – Q3). The signifi cance of the diff erences in 
the studied numerical indices was analyzed using 
the Mann-Whitney test. The diff erences were con-
sidered signifi cant at p < 0.05.

Results and discussion
To study the impact of penetrating cryoprotec-

tant glycerol on erythrocyte PHL, the cells were 
incubated in the salines with diff erently concent-
rated glycerol, then transferred into saline at 37°C 
(Fig. 2). The level of erythrocyte hemolysis was 
seen to be sharply increased with glycerol use in 
concentrations higher than 2%. If a 5% cryoprotec-
tant concentration causes the cell damage at the level 
of 70%, then its further increase leads to almost 
complete lysis. 

As established by E.A. Semionova et al. [20], 
the PHL level of mammalian erythrocytes under 
cell transferring from dehydration media, contai-
ning non-penetrating component (1.0–2.0 mol/L 
NaCl) into rehydration one (0.15 mol/L NaCl) was 
determined by dehydration medium conditions. For 
example, a direct correlation between an increase 
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Якщо кріопротектор у концентрації 5% викликає 
пошкодження клітин на рівні 70%, то подальше 
її підвищення призводить практично до повного 
лізису.

У дослідженні К. А. Сєміонової зі співавт. [2] 
встановлено, що рівень ПГЛ еритроцитів ссав-
ців за умов перенесення клітин із середовищ 
дегідратації, що містять непроникальний компо-
нент (1,0–2,0 моль/л NaCl), у середовище регідра-
тації (0,15 моль/л NaCl) визначається умовами 
середовища дегідратації. Так, була встановлена 
пряма кореляція між підвищенням концентрації 
солі в середовищі дегідратації та рівнем пошкод-
ження клітин після перенесення в середовище 
регідратації. Слід зазначити, що у середовищах 
дегідратації (які не перевищують 2,5 моль/л NaCl) 
гемоліз еритроцитів не відбувається [6].

Виходячи з представлених на рис. 2 результатів 
та даних роботи К. А. Сєміонової та співавт. [2], 
можна зробити висновок, що дія проникального 
(гліцерину) та непроникального (NaCl) компо-
нентів може призводити до гемолізу еритроцитів 
при подальшому перенесенні в фізіологічні умо-
ви.

За умов кріоконсервування еритроцитів під 
захистом гліцерину на етапі розморожування 
на них одночасно діють проникальні та непро-
никальні компоненти. Для з’ясування залежності 
ПГЛ еритроцитів від осмоляльності середови-
ща дегідратації, зумовленої присутністю про-
никальних і непроникальних компонентів, на 
етапі дегідратації за умов ПГШ еритроцитів ви-
користовували комбіновані середовища, що міс-
тять сіль та кріопротектор у різних співвідно-

rocyte cryopreservation with glycerol, during tha-
wing, they are simultaneously aff ected by pene-
trating and non-penetrating components. To elucidate 
the dependence of erythrocyte PHL on the 
osmolality of dehydration medium, stipulated by 
the presence of penetrating and non-penetrating 
components, at dehydration stage under erythrocyte 
PHS were used the combined media, containing 
salt and cryoprotectant in diff erent ratios, while the 
total osmolality of the medium remained unchanged 
(Table 1). 

Вихідна суспензія еритроцитів
Initial erythrocyte suspension

Інкубація клітин протягом 20 хв 
в комбінованих середовищах 

(сумарна осмоляльність 
2 370 мОсмоль/л) 

20-min cell incubation in combined 
media (2,370 mOsm/L total 

osmolality) 

Інкубація клітин протягом 20 хв
у розчинах гліцерину, приготованих 

на фізіологічному розчині 
20-min cell incubation in glycerol 
solutions, prepared with saline

Інкубація клітин протягом 5 хв у фізіоло-
гічному розчині 

5-min cell incubation in saline

Рис. 1. Дизайн експерименту з вивчення ПГШ еритроцитів.
Fig. 1. Design of experiment on erythrocyte PHS study.

in salt concentration in dehy-
dration medium and the level 
of cell damage after transfer-
ring into rehydration one was 
established. It should be noted 
that in dehydration media (not 
exceeding 2.5 mol/L NaCl) no 
erythrocyte hemolysis occur-
red [22]. 

Proceeding from the results 
presented in Fig. 2 and as re-
ported by E.A. Semionova et al. 
[20], we may conclude that the 
eff ect of penetrating and non-
penetrating components (gly-
cerol and NaCl, respective-
ly) may entail the erythrocyte 
hemolysis during further trans-
fer into physiologicals condi-
tions. 

Under conditions of eryth-
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Рис. 2. Гемоліз еритроцитів, перенесених у середовище 
0,9% NaCl з фізіологічного розчину, який містить гліце-
рин у різних концентраціях (37°С).
Fig. 2. Hemolysis of erythrocytes, transferred into 0.9% 
NaCl solution from saline, containing glycerol in various 
concentrations (37°C).
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5

шеннях, але при цьому сумарна осмоляльність 
середовища була незмінною (табл. 1).

З представлених на рис. 3 даних видно, що рі-
вень ПГЛ еритроцитів у середовищі, яке містить 
7% NaCl (середовище 1, контроль), становить при-
близно 15%, а гліцерин у низьких концентраціях 
(середовища 2–5) практично не впливає на рівень 
гемолізу еритроцитів, але в концентрації 11% 
(середовище 6) призводить до різкого його зрос-
тання.

Отже, рівень ПГЛ еритроцитів при викорис-
танні комбінованих середовищ на етапі дегідра-
тації залежить від концентрації кріопротектору, 
а не від загальної осмоляльності середовища 
дегідратації.

Порівняльний аналіз даних, поданих на рис. 2 
і 3, показав, що пошкоджувальна дія гліцерину 
(у складі комбінованих середовищ) проявляється 
при його високих концентраціях (11% і вище), 
а за концентрації 5–10% (у відповідних концент-
раціях солі у середовищах 3–5) він практично 
не викликає додаткового ПГЛ еритроцитів порів-
няно з контролем.

Виникає питання, чому в складі комбінова-
них середовищ 3–5 гліцерин у концентрації 5–
10% не пошкоджує клітини за умов ПГШ порів-
няно з використанням гліцерину, який готували 
на фізіологічному розчині. Можна припустити, 

The data presented in Fig. 3 showed that the level 
of erythrocyte PHL in the medium containing 7% 
NaCl (medium 1, control) was approximately 15%, 
and glycerol at low concentrations (medium 2–5) 
did not virtually aff ect the level of erythrocyte 
hemolysis, but in 11% concentration (medium 6) 
it resulted in a sharp increase in cell damage. 

Thus, the PHL level of erythrocytes when using 
the combined media at dehydration stage depends 
on cryoprotectant concentration, but not on total 
osmolality of dehydration medium. 

Comparative analysis of the data presented in 
Fig. 2 and 3, showed a damaging eff ect of glycerol 
(within the combined media) as manifested under 
its high concentrations (11% and higher), but at 
5–10% one (at appropriate salt concentrations in the 
media 3–5), it virtually did not cause an additional 
PHL of erythrocytes as compared with the control.

The question arises why within the combined 
media 3–5 the 5–10% glycerol causes no damage to 
cells under PHS as compared with glycerol, prepared 
with saline. The presence of salt component within 
the combined media at dehydration stage may be as-
sumed to aff ect the cell saturation with glycerol.

To verify this assumption, the cells were pre-
saturated for 20 min with glycerol at 37°C, and 
then subjected to PHS using combined media at de-
hydration stage (Fig. 4). We noted that the nature of 

Таблиця 1. Склад комбінованих середовищ (сумарна осмоляльність 2370 мОсм/л) 
Table 1. Combined media composition (2370 mOsm/L total osmolality)

Середовище
Medium

Гліцерин 
Glycerol

Хлорид натрію 
Sodium chloride

Концентрація 
Concentration

Осмоляльність
Osmolality

Концентрація 
Concentration

Осмоляльність 
Osmolality

% моль/л 
mol/L

мОсм/л 
mOsm/L % моль/л 

mol/L
мOсм/л 
mOsm/L

1 – – – 7 1,2 2370

2 2 0,22 236 6,2 1,06 2134

3 5 0,54 656 5 0,86 1714

4 7 0,76 940 4,2 0,71 1430

5 10 1,09 1370 2,9 0,5 1000

6 11 1,19 1510 2,5 0,43 860

7 12 1,30 1670 2,0 0,35 700

8 13 1,41 1810 1,6 0,28 560

9 14 1,52 1945 1,2 0,21 425

10 15 1,63 2070 0,9 0,15 300
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що присутність на етапі дегідратації сольового 
компонента у складі комбінованих середовищ 
впливає на процес насичення клітин гліцерином.

Для перевірки цього припущення клітини по-
передньо насичували протягом 20 хв гліцерином 
за 37ºС, а потім піддавали дії ПГШ із використан-
ням комбінованих середовищ на етапі дегідра-
тації (рис. 4). Видно, що характер розвитку ПГЛ 
еритроцитів за вказаних умов не відрізняється 
від такого після використання гліцерину в складі 
комбінованих середовищ тільки на етапі дегід-
ратації (див. рис. 3).

Залишається відкритим питання стосовно того, 
чому при використанні гліцерину в діапазоні кон-
центрацій 5–10% (середовища 3–5) ПГЛ еритро-
цитів тримається на рівні контролю. Можливо, що 
цей ефект пов’язаний зі зміною стану еритроци-
тарної мембрани в присутності солі та гліцерину.

Для спрямованої зміни стану мембрани експе-
римент за умов ПГШ еритроцитів із використан-
ням комбінованих середовищ проводили при 0°С 
(попереднє насичення гліцерином здійснювали 
за 37°С). З даних в табл. 2 видно, що характер роз-
витку ПГЛ еритроцитів за 0°С аналогічний тако-
му, що і за 37°С. Гліцерин у концентрації 2–7% 
не викликає додаткового пошкодження еритро-
цитів за умов ПГШ (середовища 2–4) при 0°С, 
що характерно і для температурного режиму 37°С.

При різних температурних режимах за умов 
ПГШ еритроцитів спостерігаються відмінності 
результатів після використання гліцерину в кон-
центрації 10% (середовище 5). У цьому випадку 

erythrocyte PHL development under these condi-
tions did not diff er from that after glycerol use within 
the combined media at dehydration stage only (see 
Fig. 3). 

The issue is still open why the erythrocyte PHL 
remains at the control level when using glycerol 
within the concentration range of 5–10% (medium 
3–5). This eff ect may be associated with a change 
in erythrocyte membrane state in salt and glycerol 
presence.

For a targeted change in membrane state, the 
experiment was carried out under erythrocyte PHS 
using the combined media at 0°C (pre-saturation 
with glycerol was performed at 37°C). The Table 2 
data showed the nature of erythrocyte PHL de-
velopment at 0°C to be similar to that at 37°C. Gly-
cerol at 2–7% concentration caused no additional 
damage to erythrocytes under PHS (medium 2–4) 
at 0°C, that was typical for temperature regimen 
of 37°C.

Under diff erent temperature regimens of erythro-
cyte PHS, the diff erences in results were observed 
after using 10% glycerol (medium 5). In this case, at 
low temperature, the level of erythrocyte PHL was 
2.7 times higher. 

To design the effi  cient cryopreservation proce-
dures for cells, it is necessary to investigate the 
process of their osmotic destruction, resulting from 
the eff ect of cryoinjury factors of erythrocytes.

Osmotic damages to erythrocytes occur when 
the cell volume reaches a critical value. The nature 
of such changes depends on erythrocyte membrane 
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Рис. 3. Гемоліз еритроцитів, перенесених у розчин 0,9% 
NaCl із комбінованих середовищ, які містять гліцерин і 
NaCl у різних концентраціях (37°С).
Fig. 3. Hemolysis of erythrocytes, transferred into 0.9% 
NaCl solution from combined media, containing glycerol 
and NaCl in diff erent concentrations (37°C).
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Рис. 4. Вплив попередньої обробки клітин гліцерином 
на рівень гемолізу еритроцитів, перенесених у розчин 
0,9% NaCl, із комбінованих середовищ (37°С).
Fig. 4. Impact of cell pre-treatment with glycerol on 
hemolysis level of erythrocytes transferred into 0.9% NaCl 
solution from combined media (37°C). 
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при низькій температурі рівень ПГЛ еритроци-
тів вище в 2,7 раза.

Для розробки ефективних процедур кріокон-
сервування клітин необхідно вивчення процесу 
їх осмотичного руйнування, внаслідок дії фак-
торів кріопошкоджень еритроцитів.

Осмотичне пошкодження еритроцитів від-
бувається в тому випадку, коли об’єм клітин 
досягає критичного значення. Характер таких 
змін залежить від проникності еритроцитарної 
мембрани для речовин: води та проникальних 
кріопротекторів. Тому для розробки ефективних 
протоколів кріоконсервування конкретних ви-
дів клітин необхідні дані щодо проникності клі-
тинної мембрани для води та розчинених речо-
вин.

Відомо, що проникність еритроцитарної мемб-
рани для води залежить не тільки від індивіду-
альних особливостей донора, методів отримання 
еритроцитів, але і від терміну зберігання клітин 
перед процедурою заморожування [7, 8]. Транс-
порт води через еритроцитарну мембрану є склад-
ним процесом і може відбуватися декількома 
шляхами: через ліпідний бішар, UT-B, аквапорі-
ни 1 і 3 [17]. Інформація відносно часткового 
внеску кожного з вищеописаних шляхів є до-
сить суперечливою, проте більшість дослідни-
ків вважають, що близько 90% транспорту води 
здійснюється через аквапорін 1, а біля 10% – 
іншими шляхами [20].

У процесі перенесення гліцерину через ерит-
роцитарну мембрану бере участь аквапорін 3 [17], 
який на рівні 2% є проникальним і для молекул 
води, але в цілому можна вважати, що більшість 
потоків води та гліцерину не буде взаємодіяти, 
оскільки вони перетинають мембрану переважно 
різними шляхами.

Вода проникає через мембрану швидше за всі 
відомі кріопротектори. Причиною виникнення 
потоків води всередину та з клітини є градієнт ос-
мотичного  тиску на мембрані, який, у свою чергу, 
визначається сумарною концентрацією розчи-
нених речовин у позаклітинному середовищі 
та в клітині. Врівноваження цих концентрацій 
призводить до припинення потоків.

Осмотичну реакцію еритроцитів можна роз-
ділити на два етапи: перенесення води та про-
никального кріопротектору. Це обумовлено від-
мінностями проникності еритроцитарної мемб-
рани для цих речовин. Спочатку, внаслідок 
циркуляції води, врівноважуються концентрації
розчинених речовин зовні та всередині клітини, 
а потім шляхом дифузії вирівнюються поза- 
і внутрішньоклітинні концентрації гліцери-
ну.

permeability to substances: water and penetrating 
cryoprotectants. Therefore, the development of effi  -
cient cryopreservation protocols for specifi c cell 
types requires the data on cell membrane permeabi-
lity to water and solutes.

The erythrocyte membrane permeability to water 
is known to be dependent not only on individual 
characteristics of donor, techniques for erythrocyte 
procurement, but on storage term of cells prior to 
freezing as well [1, 2]. The water transport through 
erythrocyte membrane is a complex process and 
it may occur in several ways: through lipid bi-
layer, UT-B, aquaporins 1 and 3 [13]. The informa-
tion on a partial contribution of each of the above 
pathways is quite a contradictory, but most resear-
chers believe that about 90% of water transport is 
realized via aquaporin 1, and about 10% by other 
pathways [16]. 

Glycerol transport through erythrocyte mem-
brane is realized by aquaporin 3 [13], which also 
conducts 2% of water, but, generally, it is believed 
that most water and glycerol fl ows will not inte-
ract because they cross membrane in diff erent ways. 

Примітка: * – відмінності значущі порівняно з показни-
ками при 37ºС (р < 0,05). 
Note: *– diff erences are signifi cant if compared with 37ºC, 
р < 0.05. 

Таблиця 2. Вплив температури на гемоліз еритроцитів, 
перенесених у розчин 0,9% NaCl із комбінованих 

середовищ після попередньої обробки клітин 
гліцерином (Ме, Q1–Q3, n = 7)

Table 2. Eff ect of temperature on hemolysis 
of erythrocytes, transferred into 0.9% NaCl solution 

from combined media after preliminary cell treatment 
with glycerol (Ме, Q1–Q3, n = 7)

Середовище 
Medium 

Гемоліз, % 
Hemolysis, %

Температурний режим ПГШ, °С 
Temperature regimen of PHS,°С

37 0

1 19 (18–21) 14 (10–20)

2 13 (12–14) 12 (8–15)

3 3 (2–4) 3 (1–5)

4 3 (1–3) 4 (2–7)

5 19 (11–29) 63* (53–80)

6 88 (85–94) 95* (94–97)

7 93 (92–95) 97 (96–98)
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Виявлений у роботі ефект розвитку ПГЛ ерит-
роцитів після використання гліцерину в кон-
центрації 5% і вище (див. рис. 2) пов’язаний зі 
значним входом води в клітини на етапі регід-
ратації (через градієнт осмотичного тиску на мемб-
рані, обумовлений внутрішньоклітинним вмістом 
гліцерину) і, як наслідок, досягненням критично-
го гемолітичного об’єму еритроцитів.

Використання на етапі дегідратації кріопро-
тектору в складі комбінованих середовищ 3–5, 
які містять (5–10% гліцерину і 5–2,9% NaCl) (див. 
рис. 3), практично не викликає постгіпертоніч-
ного пошкодження еритроцитів на відміну від 
гліцерину (5–10%), приготованому на фізіоло-
гічному розчині (див. рис. 2). Можливо, зневод-
нення клітин за умов використання вищевказа-
них комбінованих середовищ супроводжується 
меншим входом у них гліцерину, тому зміна об’є-
му еритроцитів (у результаті входу води на ета-
пі регідратації) не досягає критичних значень і 
не супроводжується їх руйнуванням. Крім того, 
зниження вмісту гліцерину у зневоднених кліти-
нах С.Х. Межидов та співавт. [1] пов’язують із 
впливом внутрішньоклітинної концентрації біл-
ка (переважно представленого гемоглобіном) на 
проникність еритроцитарної мембрани для глі-
церину.

Після попередньої обробки клітин гліцерином 
(5–10%) у разі використання комбінованих сере-
довищ 3–5, які містять гліцерин (5–10%) і NaCl 
(5–2,9%) рівень ПГЛ клітин не збільшується (див. 
рис. 4). Цей ефект, імовірно, зумовлений виходом 
гліцерину з клітин услід за водою на етапі де-
гідратації, в результаті сумарний вміст внутріш-
ньоклітинних компонентів практично сумірний 
з таким без попередньої обробки клітин. Саме 
тому в обох варіантах експерименту з ПГШ від-
сутні статистично значущі відмінності рівня ПГЛ 
еритроцитів.

Порівняльне вивчення ПГЛ еритроцитів за 
температур 37 і 0°С (табл. 2) показало, що в ос-
танньому випадку пошкодження розвивається за 
умов використання гліцерину в більш низькій 
концентрації – 10% (середовище 5). Відомо, що 
проникність плазматичної мембрани клітин при 
низькій температурі знижується як для води, так 
і для гліцерину, причому для останнього більшою 
мірою [9, 14, 15].

Високий рівень ПГЛ еритроцитів (0°С) за 
умов використання комбінованого середовища 5 
(10% гліцерину і 2,9% NaCl), ймовірно, зумовле-
ний значною різницею в швидкостях транспорту 
води і кріопротектору через еритроцитарну мемб-
рану. На етапі регідратації ці клітини (порівняно 
з 37°С) зазнають більш значних змін і досягають 

The water penetrates through a membrane more 
rapidly than all the known cryoprotectants. The 
processes of water entering the cell and leaving it 
are caused by the osmotic pressure gradient on the 
membrane, which, in turn, is determined by the 
total concentration of the solutes in extracellular 
medium and in a cell. When these concentrations 
are equilibrated, the fl ows are stopped. 

An osmotic response of erythrocytes may be 
divided into two stages: transport of water and 
penetrating cryoprotectant. This is stipulated by dif-
ferences in erythrocyte membrane permeability to 
these substances. First, due to water circulation, 
the concentrations of solutes outside and inside the 
cell are balanced, and then the extra- and intracel-
lular glycerol concentrations are equalized by dif-
fusion. 

The eff ect of erythrocyte PHL development af-
ter glycerol use of 5% concentration and higher 
(see Fig. 2) is associated with a signifi cant entry of 
water into the cells at rehydration stage (through the 
osmotic pressure gradient on a membrane due to 
the intracellular glycerol content) and as a conse-
quence, the achievement of critical hemolytic vo-
lume of erythrocytes. 

The use of cryoprotective agent within the com-
bined media 3–5, containing (5–10% glycerol and 5– 
2.9% NaCl) (see Fig. 3) at dehydration stage scarcely 
causes a post-hypertonic damage to erythrocytes 
in contrast to glycerol (5–10%) prepared with sa-
line (see Fig. 2). The dehydration of cells when 
using the above combined media is possibly accom-
panied by a less entry of glycerol into them, there-
fore the change in erythrocytes’ volume (as a result 
of water entry at rehydration stage) does not reach 
the critical values and is not accompanied by their 
destruction. In addition, C.Kh. Mezhidov et al. 
[17] associated the reduction of glycerol content 
in dehydrated cells with the impact of intracellular 
protein concentration (mostly presented by hemo-
globin) on the erythrocyte membrane permeability 
for glycerol. 

After cell pre-treatment with glycerol (5–10%) 
when using the combined media 3–5, containing 
glycerol (5–10%) and NaCl (5–2.9%), the cell PHL 
level does not increase (see Fig. 4). This eff ect 
is probably due to the glycerol release from cells 
following the water at dehydration stage, as a result 
the total content of intracellular components is al-
most comparable with that free of cell pre-treatment. 
That is why in both versions of the experiment 
with PHS no signifi cant diff erences in the erythrocyte 
PHL level were present. 

A comparative study of erythrocyte PHL at 37
 and 0°C (Table 2) showed the damage in the latter 
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значень критичного гемолітичного об’єму, внас-
лідок чого вони піддаються лізису.

В огляді J.M. Lahmann та співавт. [17] наве-
дено численні дані щодо проникності клітинної 
мембрани для води та гліцерину, які свідчать про 
її залежність від концентрації розчиненої речо-
вини. A. Carlsen та співавт. [11] встановили сут-
тєве зниження (більш ніж в 5 разів) проникності 
еритроцитарної мембрани для гліцерину в кон-
центрації до 4 моль/л. Проте результати, отри-
мані для кріопротекторів у концентрації менше 
за 2 моль/л (що відповідає умовам нашої роботи), 
досить суперечливі [12, 23], тому питання щодо 
проникності клітинної мембрани за умов ви-
користання кріопротекторів у низьких концент-
раціях потребує більш ретельного вивчення.

Таким чином, результати роботи важливі для 
розуміння процесів, що відбуваються за умов 
ПГШ еритроцитів із використанням комбінова-
них середовищ, на основі проникального (глі-
церин) і непроникального (сіль) компонентів.

Результати подальших досліджень у цьому 
напрямку можуть бути підґрунтям для розробки 
протоколів низькотемпературного консервування 
еритроцитів з метою поліпшення показників їх 
стану на етапі видалення проникального кріопро-
тектору. 

Висновки
1. Встановлено, що рівень ПГЛ еритроцитів 

із використанням на етапі дегідратації комбіно-
ваних середовищ на основі гліцерину і хлориду 
натрію із сумарною осмоляльністю 2370 мОсм/л, 
залежить від концентрації кріопротектору, тобто 
рівень ПГЛ еритроцитів не визначається загаль-
ною осмоляльністю середовища дегідратації.

2. Показано, що характер розвитку ПГЛ ерит-
роцитів за умов використання гліцерину в складі 
комбінованих середовищ на етапі дегідратації 
не залежить від попереднього насичення клітин 
кріопротектором.

3. Порівняльне вивчення ПГШ еритроцитів 
при температурах 37 і 0°С показало відмінності 
рівня гемолізу еритроцитів за умов використання 
комбінованого середовища (10% гліцерину і 2,9% 
NaCl): при низькій температурі рівень ПГЛ ери-
троцитів був вище в 2,7 раза.

case to be in progress when using the lower 
concentrated glycerol: 10% (medium 5). It is known 
that at low temperature the plasma membrane 
permeability of cells decreases for both water and 
glycerol, moreover, to a greater extent for the latter 
[3, 10, 11]. 

When using the combined medium 5 (10% 
glycerol and 2.9% NaCl), a high level of erythrocyte 
PHL (0°C) was probably stipulated by a signifi cant 
diff erence in the water and cryoprotectant transport 
rates through erythrocyte membrane. At rehydration 
stage, these cells (compared to 37°C) underwent 
more signifi cant changes and reached the values of 
critical hemolytic volume, resulting in their lysis.

The J.M. Lahmann et al. review [13] provided the 
numerous data on the cell membrane permeability 
to water and glycerol, testifying to its dependence 
on solute concentration. A. Carlsen et al. [5] have 
found a signifi cant decrease (more than 5 times) in 
the erythrocyte membrane permeability for glycerol 
at a concentration below 4 mol/L. However, the 
fi ndings obtained for cryoprotective agents at a con-
centration lower than 2 mol/L (that corresponds 
to our research conditions) are quite contradictory 
[8, 23], therefore the question of cell membrane 
permeability when using the low concentrated cryo-
protectants, requires more detailed study.

Thus, our fi ndings are important for understan-
ding the processes, occurring under erythrocyte 
PHS if using the combined media, based on penet-
rating (glycerol) and non-penetrating (salt) compo-
nents.

The further fi ndings in this direction may be the 
reason to design the protocols for low-temperature 
erythrocyte preservation to improve the indices 
of their state during penetrating cryoprotectant re-
moval.

Conclusions
1. The erythrocyte PHL level was established 

to depend on cryoprotectant concentration, if using 
the glycerol- and sodium chloride-based combined 
media with 2370 mOsm/L total osmolality at dehyd-
ration stage, i. e. the erythrocyte PHL level was not de-
termined by total osmolality of dehydration medium.

2. The nature of erythrocytes PHL development 
when using glycerol within the combined media at 
dehydration stage was shown as not depending on 
preliminary cell saturation with cryoprotectant. 

3. A comparative study of erythrocyte PHS at 37 
and 0°C demonstrated the diff erences in the eryth-
rocyte hemolysis level when using the combined 
medium (10% glycerol and 2.9% NaCl), i. e. at low 
temperature the erythrocyte PHL level was 2.7 times 
higher.
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