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Manifestation and Elimination of “Packing” Effect in the Media
with Non-Penetrative and Penetrative Cryoprotectants

Исследовали повреждение эритроцитов при замораживании с низким (0,8%) и высоким (40%) гематокритом в средах с
непроникающими полимерными криопротекторами (полиэтиленгликоль с м. м. 1500 (ПЭГ-1500), декстран) и проникающим
криопротектором диметилсульфоксидом (ДМСО). Установлено, что проявление и устранение эффекта «упаковки» существенно
зависят от ионной силы криоконсерванта. При физиологической ионной силе (0,15 моль/л NaCl) для проявления данного
эффекта необходимо сочетание ПЭГ-1500 или декстрана в концентрациях 5 и 10% соответственно с ДМСО в концентрации 5%
или увеличение количества ПЭГ-1500 и декстрана до 10 и 15% соответственно. Если ионная сила ниже физиологической
(0,05 моль/л NaCl), то указанного сочетания полимерных криопротекторов и ДМСО достаточно для устранения эффекта
“упаковки”. Однако при физиологической ионной силе для устранения данного эффекта необходимо количество ДМСО в
концентрации 15%. Анализ полученных результатов и данных литературы позволяет предположить, что в условиях быстрого
замораживания-отогрева проявление эффекта “упаковки” определяется стадией быстрого отогрева, когда происходит прирост
осмотического воздействия за счет разведения внешней среды водой, которая изначально была внутриклеточной. Сужение
границ изменения объема клеток в цикле замораживания-отогрева в среде с проникающими и непроникающими крио-
протекторами приводит к возникновению устойчивости к указанному осмотическому воздействию и устранению эффекта
“упаковки”.

Ключевые слова: эритроциты, проникающие и непроникающие криопротекторы, эффект “упаковки”.
Досліджували ушкодження еритроцитів при заморожуванні з низьким (0,8%) і високим (40%) гематокритом у середовищах,

які містять непроникаючі полімерні кріопротектори (поліетиленгліколь з м. м. 1500 (ПЕГ-1500), декстран) та проникаючий
кріопротектор диметілсульфоксид (ДМСО). Установлено, що прояв і усунення ефекту “упакування” істотно залежать від
іонної сили кріоконсерванта. При фізіологічній іонній силі (0,15 моль/л NaCl) для прояву даного ефекту необхідно комбінування
ПЕГ-1500 або декстрану в концентраціях 5 та 10% відповідно з кріопротектором ДМСО в концентрації 5% або збільшення
кількості ПЕГ-1500 та декстрану до 10 і 15% відповідно. Якщо іонна сила нижче фізіологічної (0,05 моль/л NaCl), то зазначеного
комбінування полімерних кріопротекторів і ДМСО достатньо для усунення ефекту “упакування”. Однак при фізіологічній
іонній силі для усунення даного ефекту необхідна кількість ДМСО в концентрації 15%. Аналіз отриманих результатів і даних
літератури дозволяє припустити, що в умовах швидкого заморожування-відігріву прояв ефекту “упакування” визначається
стадією швидкого відігріву, коли відбувається приріст осмотичного впливу за рахунок розведення зовнішнього середовища
водою, що споконвічно була внутрішньо-клітинною. Звуження границь зміни обсягу клітин у циклі заморожування-відігріву
у середовищі, яке містить проникаючі й непроникаючі кріопротектори, призводить до виникнення стійкості до зазначеного
осмотичного впливу та усунення ефекту “упакування”.

Ключові слова: еритроцити, проникаючі та непроникаючі кріопротектори, ефект “упакування”.
Erythrocyte damage under freezing with low and high hematocrits (0.8 and 40%, correspondingly) in the media with non-

penetrative polymer cryoprotectants (polyethylene glycol with m. w. of 1500 (PEG-1500), dextran) and dimethyl sulfoxide (DMSO)
penetrative one, was investigated. The manifestation and elimination of the “packing” effect were established to be significantly
dependent on cryopreservative ionic strength. Under physiological ionic strength (0.15 mol/l NaCl) for this effect manifestation it is
necessary to combine PEG-1500 or dextran in 5 and 10% concentrations, correspondingly, with 5% DMSO or increase PEG-1500 or
dextran number up to 10 and 15%, correspondingly. If ionic strength is lower than physiological one (0.05 mol/l NaCl), the mentioned
combination of polymer cryoprotectants and DMSO is sufficient to eliminate the “packing” effect. However for this effect elimination
under physiological ionic strength of necessity is 15% DMSO. The analysis of the obtained results and literature data enable assuming
the manifestation of “packing” effect under rapid freeze-thawing to be determined by the stage of rapid thawing, when the increment
of osmotic effect occurs due to the environment dilution with water, being initially intracellular one. Narrowing of boundaries of cell
volume change during freeze-thawing cycle in the medium with penetrative and non-penetrative cryoprotectants results in resistance
to the mentioned osmotic effect and “packing” effect elimination.

Key-words: erythrocytes, penetrative and non-penetrative cryoprotectants, “packing” effect.
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Комбинирование в среде замораживания непро-
никающих полимерных криопротекторов с прони-
кающими позволяет снизить концентрацию послед-
них без изменения сохранности и осмотической
устойчивости замороженных клеток [2, 3, 9]. Кро-
ме того, использование комбинированных криокон-
сервантов устраняет необходимость контроля
скорости охлаждения [5, 26, 27]. Это указывает на
существование общих причин повреждения различ-
ных клеток, которые предотвращаются комбини-
рованной криопротекцией с непроникающими и
проникающими криопротекторами.

Использование комбинированного криоконсер-
ванта гидроксиэтилированный крахмал (ГЭК) +
диметилсульфоксид (ДМСО) по сравнению со
средой, содержащей только ДМСО, приводит к
уменьшению степени переохлаждения образца в
момент кристаллизации [13, 27]. Предполагается,
что замораживание суспензий с высокой концент-
рацией клеток, по сравнению с низкой, приводит к
большему переохлаждению образцов [21]. Такие
данные указывают на то, что механизм криозащит-
ного действия комбинированных криоконсервантов,
возможно, включает нейтрализацию эффекта “упа-
ковки” (эффект “упаковки” – увеличение степени
повреждения эритроцитов при замораживании с
высоким гематокритом по сравнению с низким)
[22]. Замораживание в комбинированных криокон-
сервантах с проникающими и непроникающими
криопротекторами может быть эффективным под-
ходом для устранения эффекта “упаковки”.

Предполагается, что повреждение клеток из-
за эффекта “упаковки” определяется механичес-
кими воздействиями в промерзающих каналах льда
[15,20] и приращением осмотических эффектов при
плавлении внеклеточного и внутриклеточного льда
[8, 11, 21, 23].

При быстром замораживании уменьшается
время воздействия высоких концентраций раство-
ренных веществ и не выявляется концентрирования
клеток в каналах между растущими кристаллами
льда. Однако в данных условиях имеет место
отрицательное влияние высокой концентрации
клеток. Поэтому был сделан вывод, что механизм
эффекта “упаковки” при быстром замораживании
отличается от такового при медленном [19].

Быстрое охлаждение повышает вероятность
образования внутриклеточных кристаллов льда,
прирост которых будет при замораживании
эритроцитов с высоким гематокритом [21]. Пред-
полагается, что механизм повреждения внутри-
клеточными кристаллами льда является осмоти-
ческим и реализуется при медленном размора-
живании [8]. В результате быстрого разморажи-
вания приращение повреждений в суспензии с
высокой плотностью клеток происходит за счет

Combining non-penetrative polymer cryoprotectants
with penetrative ones in freezing medium enables to
reduce the concentration of the latter without changing
the integrity and osmotic resistance in frozen cells [2,
3, 9]. In addition, the usage of combined cryopro-
tectants eliminates the need in cooling rate control [5,
26, 27]. This indicates to the presence of general causes
of different cell damages, prevented by a combined
cryoprotection with non-penetrative and penetrative
cryoprotectants.

The usage of a combined cryopreservative hydro-
xyethylazed starch (HES) + dimethyl sulfoxide
(DMSO), compared to the medium, comprising only
DMSO, results in a decrease of sample’s overcooling
extent at crystallisation moment [13, 27]. Freezing of
suspension with a high cell concentration, compared
to a low one, is assumed to result in a greater over-
cooling of samples [21]. These data point to the fact,
that the mechanism of a cryoprotective effect of com-
bined cryopreservatives possibly triggers the “packing”
effect neutralisation (“packing” effect is an increase
in erythrocyte damage extent under freezing with a
high hematocrit, compared to a low one) [22]. Freezing
with combined cryopreservatives, containing penetra-
tive and non-penetrative cryoprotectants, may be an
efficient approach in “packing” effect elimination.

Cell damaging due to the “packing” effect is assu-
med to be determined by mechanical effects in frozen
ice channels [15, 20] and an increment of osmotic
effects under extracellular and intracellular ice melting
[8, 11, 21, 23].

Under rapid freezing the influence period of high-
concentrated dissolved substances decreases and no
cell concentrating in the channels between growing
ice crystals is revealed. However under these condi-
tions a negative effect of high cell concentration occurs.
Therefore we concluded about the distinction of the
“packing” effect mechanism under rapid freezing from
that under slow one [19].

Rapid cooling augments the probability of intra-
cellular ice crystal formation, which increment will
occur under freezing erythrocytes with a high hema-
tocrit [21]. The mechanism of damaging with intra-
cellular ice crystals is assumed to be osmotic and
realised under slow freeze-thawing [8]. As a result of
rapid freeze-thawing an increment of damages in
suspension with a high cell density occurs because of
higher dilution of environment due to a rapid melting
of extracellular ice, which significant part was formed
from an intracellular water [11].

Thus, during a rapid freeze-thawing cycle of sus-
pensions with a high cell concentration there is observed
an osmotic effect rise under thawing.

The literature data show the “packing” effect as
mainly studied in the glycerol or DMSO-containing
media [7, 15, 21, 23, 28]. Therefore it is necessary to
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большего разведения внешней среды вследствие
быстрого плавления внеклеточного льда, значи-
тельная часть которого была образована из внут-
риклеточной воды [11].

Таким образом, в цикле быстрого заморажи-
вания-отогрева суспензий с высокой концентрацией
клеток наблюдается увеличение осмотического
воздействия на стадии отогрева.

Данные литературы показывают, что эффект
“упаковки” исследовался в основном в средах,
содержащих глицерин или ДМСО [7, 15, 21, 23, 28].
Поэтому необходимо выявить эффект “упаковки”
при замораживании эритроцитов с непроникающи-
ми криопротекторами и влияние на него комбини-
рованных сред, которые дополнительно включают
проникающие криопротекторы.

Цель работы – определить влияние непроника-
ющих и проникающих криопротекторов, а также
их комбинаций на эффект “упаковки” в солевой и
сахарозо-солевой средах.

Материалы и методы
В работе использовали  NaCl (х. ч.); сахарозу

(ч. д. а.); полиэтиленгликоль (ПЭГ-1500) произ-
водства Merck; декстран с молекулярной  массой
10000 производства Pharmacia Fine Chemicals;
диметилсульфоксид (ДМСО) производства Sigma.
Эритроциты человека получали из донорской крови
четырехкратным отмыванием раствором, содер-
жащим 0,15 М NaCl, 10 мМ трис, рН 7,4. Растворы
криопротекторов в концентрациях 5–15% готовили
на сахарозо-солевой среде, содержащей 50 мМ
NaCl + 200 мМ сахарозы, или солевой среде, содер-
жащей 0,15 М NaCl, которая включала 10 мМ трис,
рН 7,4. Образцы эритроцитов в средах заморажи-
вания объемом 1 мл и гематокритами 0,8 или 40%
в полиэтиленовых пробирках погружали в жидкий
азот, выдерживали 15 мин, затем переносили на
водяную баню при температуре 40°С на 3 мин
(модель быстрого замораживания-отогрева). Пос-
ле отогрева образцы разводили соответствующи-
ми средами замораживания до гематокрита ~0,4%
и центрифугировали 5 мин при 3000 об/мин. Процент
гемолиза вычисляли после спектрофотометричес-
кого определения оптической плотности надоса-
дочной жидкости при длине волны 543 нм:

процент гемолиза = [А1/А2] × 100,

где А1 – оптическая плотность надосадочной жид-
кости экспериментального образца; А2 – опти-
ческая плотность при полном гемолизе контроль-
ного образца.

Результаты представлены как среднее значе-
ние ± среднее квадратическое отклонение. Для
опре-деления статистической достоверности ре-

find out the “packing” effect under erythrocyte
freezing with non-penetrative cryoprotectants and the
influence on them of combined media, which
additionally comprise penetrative cryoprotectants.

The research was aimed to determine the effect
of non-penetrative and penetrative cryoprotectants, as
well as their combinations on the “packing” effect in
saline and sucrose-saline media.

Materials and methods
In research there were used NaCl (chemically pure

grade); sucrose (pure for analysis grade); polyethylene
glycol (PEG-1500) (Merk); dextran with 10.000 mole-
cular mass (Pharmacia Fine Chemicals); dimethyl sul-
foxide (DMSO) (Sigma). Human erythrocytes were
derived from donor blood via a four-fold washing out
with the solution, containing 0.15 M NaCl, 10 mM Tris,
pH 7.4. Cryoprotective solutions in 5–15% concentra-
tions were prepared with sucrose-saline medium,
containing 50 mM NaCl + 200 mM sucrose or 0.15 M
NaCl-containing saline solution, comprising 10 mM Tris,
pH 7.4. Erythrocytes samples in 1 ml freezing media
with 0.8 or 40% hematocrits in polyethylene vials were
immersed into liquid nitrogen and kept for 15 min, then
transferred on water bath at 40°C for 3 min (model of
rapid freeze-thawing). After thawing the samples were
diluted with the corresponding freezing media to ~0.4%
hematocrit and centrifuged for 5 min at 3000 rot/min.
Hemolysis percentage was calculated after spectro-
photometrical determination of optical density of
supernatant at 543 nm wavelength:

hemolysis percentage = [A1/A2] × 100,

where A1 is optical density of experimental sample’s
supernatant; A2 is optical density under a complete
hemolysis of the control sample.

The results are presented as the mean ± mean
square deviation. To determine the statistical signi-
ficance of the results we used a non-parametric Mann-
Whitney method at p < 0.05 (n = 5) [1].

Results and discussion
The research results, presented in Fig. 1, show

freezing in isotonic sucrose-saline medium as revealing
the difference of damage extent of erythrocytes for
samples with low and high hematocrits (“packing”
effect). An increase in NaCl concentration will result
in a rise in erythrocyte hemolysis extent in the samples
with low hematocrit and difference elimination between
erythrocyte damages in the samples with low and high
hematocrits (Fig. 1, medium 2). Including DMSO into
the medium reduces the damage extent in erythrocytes
with the “packing” effect revealing (Fig. 1, medium 3).
The same results were obtained in saline media with
PEG-1500 or dextran. In the media, comprising 5%
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зультатов использовали непараметрический метод
Манна-Уитни при p< 0,05 (n = 5) [1].

Результаты и обсуждение
Результаты исследования, представленные на

рис. 1, показывают, что замораживание в изотони-
ческой сахарозо-солевой среде выявляет разницу
степени повреждения эритроцитов для образцов с
низким и высоким гематокритом (эффект “упа-
ковки”). Если концентрацию NaCl повысить, то это
приведёт к увеличению степени гемолиза эритроци-
тов в образцах с низким гематокритом и устра-
нению разницы в повреждениях эритроцитов в
образцах с низким и высоким гематокритом (рис. 1,
среда 2). Включение в среду ДМСО уменьшает
степень повреждения эритроцитов с выявлением
эффекта “упаковки” (рис. 1, среда 3). Подобные
результаты получены в солевых средах с ПЭГ-1500
или декстраном. В средах, содержащих 5% ПЭГ-
1500 (рис. 1, среда 4) или 10% декстрана (рис. 1,
среда 7), эффект “упаковки” не выявлен. Однако
при повышении концентрации данных полимеров
или включении в среду замораживания 5% ДМСО
(рис. 1, среды 5, 8) степень повреждения эритроци-
тов в образцах, замороженных с низким и высоким
гематокритом, существенно различается. Таким
образом, эффект “упаковки” определяется коли-
чеством NaCl, концентрацией полимерных крио-
протекторов и наличием ДМСО в среде замора-
живания.

Возникает вопрос об использовании необхо-
димого количества криопротекторов для устра-
нения эффекта “упаковки”. Включение 5% ДМСО
в изотоническую сахарозо-солевую среду доста-
точно для устранения данного эффекта (рис. 2,
среда 4). Однако если сахарозо-солевая среда со-
держит большее количество NaCl, то включение
в нее ДМСО, напротив, приводит к появлению
эффекта “упаковки” (рис. 1, среда 3). Сравнение
этих результатов указывает на то, что содержание
NaCl в среде замораживания является существен-
ным фактором для проявления и устранения эф-
фекта “упаковки”. В то же время включение декст-
рана хотя и снижает степень повреждения, однако
разница гемолиза эритроцитов в образцах с низким
и высоким гематокритом остается (рис. 2, среды 7–
11). Подобный результат был получен в сахарозо-
солевой среде с количеством NaCl 0,15 моль/л при
повышении концентрации декстрана с 10 (см. рис. 1,
среда 7) до 15 % (см. рис. 1, среда 9), что усиливало
проявление эффекта “упаковки”. Полученные дан-
ные указывают на то, что декстран не способен  устра-
нять эффект “упаковки” по сравнению с ДМСО.

Таким образом, устранение эффекта “упаковки”
происходит после включения ДМСО в сахарозо-

PEG-1500 (Fig. 1, medium 4) or 10% dextran (Fig.
1, medium 7) no “packing” effect was revealed. How-
ever when increasing the concentrations of these poly-
mers or including 5% DMSO into freezing medium
(Fig. 1, media 5, 8) the damage extent of erythrocytes
in the samples, frozen with low and high hematocrit
significantly differs. Thus, the “packing” effect is
determined by NaCl amount, concentration of polymer
cryoprotectants and DMSO presence in freezing
medium.

The question arises about using a necessary amount
of cryoprotectants to eliminate “packing” effect.
Including 5% DMSO into isotonic sucrose-saline solu-
tion is necessary for this effect elimination (Fig. 2,
medium 4). However if sucrose-saline medium com-
prises a big amount of NaCl, then DMSO inclusion
into it, in contrary, results in “packing” effect manifes-
tation (Fig. 1, medium 3). Comparison of these results
indicates to the NaCl content in freezing medium as a
significant factor for “packing” effect manifestation
and elimination. At the same time even if dextran inclu-
sion reduces the damage extent, the difference of
erythrocyte hemolysis in samples with low and high
he-matocrits is kept (Fig. 2, media 7–11). The similar re-
sult was obtained in sucrose-saline solution with
0.15 mol/l amount of NaCl, when increasing dextran
concentration from 10 (see Fig. 1, medium 7) to 15%
(see Fig. 1, medium 9), that strengthened the “packing”
effect manifestation. The data obtained point to the
fact, that dextran is not capable for eliminating “pa-
cking” effect compared to DMSO.

Thus, the elimination of “packing” effect occurs
after including DMSO into sucrose-saline medium with
NaCl concentration, being lower than isotonic one.

The question of “packing” effect elimination during
freezing in the media, containing PEG-1500 or dextran
and DMSO without sucrose, was studied.

The results demonstrated a slightly manifested
“packing” effect in the media, containing 5% PEG-
1500 or 10% dextran. If adding 5% DMSO into the
mentioned media, a considerable difference in eryth-
rocyte hemolysis in the samples, frozen with low and
high hematocrits, was revealed. An increase in DMSO
concentration up to 15% eliminates “packing” effect
(Fig. 3). In this case bigger amount of DMSO, than in
sucrose-containing medium and lower NaCl one is
necessary (see Fig. 2).

Thus, the results obtained testify to a considerable
role of medium ionic strength in manifestation and
elimination of “packing” effect. Under physiological
ionic strength (0.15 M/l NaCl) for this effect mani-
festation of need is to combine non-penetrative cryo-
protectants with DMSO or augment PEG-1500 or
dextran concentrations (see Fig. 1). If ionic strength
is lower than physiological one (0.05 mol/l NaCl), the
same combination of polymer cryoprotectants and
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солевую среду с концентрацией
NaCl ниже изотонической.

Исследован вопрос устране-
ния эффекта “упаковки” при
замораживании в средах, содер-
жащих ПЭГ-1500 или декстран
и ДМСО без сахарозы.

Результаты показали, что в
средах, содержащих 5% ПЭГ-
1500 или 10% декстрана, эффект
“упаковки” проявлен слабо. Ес-
ли в указанные среды включить
5% ДМСО, то выявляется су-
щественная разница в гемолизе
эритроцитов в образцах, замо-
роженных с низким и высоким
гематокритом. Повышение кон-
центрации ДМСО до 15% устра-
няет эффект “упаковки” (рис. 3).
В данном случае необходимо
большее количество ДМСО,
чем в среде, содержащей саха-
розу, и меньшее количество
NaCl (см. рис. 2).

Таким образом, полученные
результаты свидетельствуют о
существенной роли ионной си-
лы среды в проявлении и уст-
ранении эффекта “упаковки”.
При физиологической ионной силе
(0,15 моль/л NaCl) для прояв-
ления данного эффекта необхо-
димо сочетание непроникающих криопротекторов
с ДМСО или повышение концентрации ПЭГ-1500
или декстрана (см. рис. 1). Если ионная сила ниже
физиологической (0,05 моль/л NaCl), то подобное
сочетание полимерных криопротекторов и ДМСО
достаточно для устранения эффекта “упаковки”
(см. рис. 2). Однако при физиологической ионной
силе необходимо большее количество ДМСО
(рис. 3).

Эффект “упаковки” проявляется при заморажи-
вании эритроцитов в среде, содержащей 1–2 моль/л
глицерина или ДМСО, а устраняется при повы-
шении концентрации данных криопротекторов до
4 моль/л [7]. Эритроциты, замороженные в среде,
содержащей 15–20% глицерина, являются осмоти-
чески неустойчивыми по сравнению с клетками,
замороженными в среде с 40% глицерина (4,3 моль/л)
[28]. Таким образом, данные литературы указы-
вают на то, что устранение эффекта “упаковки”
способствует поддержанию нормальных осмо-
тических свойств замороженных эритроцитов и что
для устранения данного эффекта необходима
высокая концентрация проникающего криопро-
тектора.

Рис. 1. Повреждение эритроцитов в цикле замораживания-отогрева в средах с
проникающими и непроникающими криопротекторами с различным гема-
токритом (  – 0,8%,  – 40%). Среда 1 содержит 50 ммоль/л NaCl + 200 ммоль/л
сахарозы; среды 2–9 приготовлены на растворе, содержащем 0,15 моль/л NaCl;
2 – 200 ммоль/л сахарозы; 3 – 200 ммоль/л сахарозы + 5% ДМСО; 4 – 5% ПЭГ-1500;
5 – 5% ПЭГ-1500 + 5% ДМСО; 6 – 10% ПЭГ-1500; 7 – 10% декстрана; 8 – 10%
декстрана + 5% ДМСО; 9 – 15% декстрана; * – результаты статистически досто-
верны по сравнению с соответствующими показателями степени повреждения
при замораживании с гематокритом 0,8% (p < 0,05).
Fig. 1. Erythrocyte damage during freeze-thawing cycle in media with penetrative and
non-penetrative cryoprotectants with different hematocrit  (  – 0.8%,  – 40%).
Medium 1 comprises 50 mmol/l NaCl + 200 mmol/l sucrose; media 2–9 are prepared
with solution, containing 0.15 mol/l NaCl; 2 – 200 mmol/l sucrose; 3 –200 mmol/l
sucrose + 5% DMSO; 4 – 5% PEG-1500; 5 – 5% PEG-1500 + 5% DMSO; 6 – 10%
PEG-1500; 7 – 10% dextran; 8 – 10% dextran + 5% DMSO; 9 – 15% dextran; * –
results are statistically significant compared to the corresponding indices of damage ex-
tent under freezing with hematocrit 0.8% (p < 0.05).
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DMSO is sufficient for “packing” effect elimination
(see Fig. 2). However under physiological ionic
strength a higher DMSO number is required (Fig. 3).

“Packing” effect is manifested under erythrocyte
freeze-thawing in 1–2 mol/l glycerol or DMSO-con-
taining medium, and eliminated under concentration rise
of these cryoprotectants up to 4 mol/l [7]. Erythrocytes,
frozen in 15–20% glycerol-containing medium, are
osmotically non-resistant compared to the cells, frozen
in that with 40% glycerol (4.3 mol/l) [28]. Thus, the
literature data indicate to the elimination of “packing”
effect as contributing to the maintenance of normal
osmotic properties of frozen erythrocytes and to a
required high-concentrated penetrative cryoprotectant
for eliminating this effect.

The research results demonstrate, that if the media
comprise a non-penetrative and penetrative cryopro-
tectants, the concentration of the latter should be
significantly lower to eliminate the “packing” effect.
The presence of low concentrated penetrative cryo-
protectants in freezing medium creates conditions to
simplify the washing-out procedure for frozen eryth-
rocytes. Of note is the fact, that if erythrocytes are in
the medium with glycerol concentration not higher than

* *

*
* * *
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Результаты работы показы-
вают, что если среды содержат
непроникающий и проникающий
криопротекторы, то последнего
требуется значительно меньшая
концентрация, чтобы устранить
эффект “упаковки”. Присутст-
вие в среде замораживания не-
высоких концентраций прони-
кающих криопротекторов соз-
дает условия для упрощения
отмывания замороженных эрит-
роцитов. Следует отметить, что
если эритроциты находятся в
среде с концентрацией глице-
рина не выше 6%, то при их
переносе в изотонический раст-
вор NaCl не выявляется повыше-
ние осмотической хрупкости [4].

Анализ литературы пока-
зывает, что наиболее перспек-
тивным подходом для выяв-
ления эффективных способов
замораживания и хранения раз-
личных клеток является подбор
комбинированных криоконсер-
вантов, которые включают про-
никающие и непроникающие
полимерные криопротекторы [2,
3, 5, 10, 14, 24, 25, 29]. Во-
первых, сочетание полимеров с 1,2-пропандиолом
позволяет существенно снизить его концентрацию
с 38 до 20% без уменьшения общей сохранности
эритроцитов и их осмотической устойчивости [2,
3]. Во-вторых, использование комбинированных
криоконсервантов (ГЭК+ДМСО) приводит к
уменьшению степени переохлаждения клеточных
образцов в зоне субнулевых температур [13, 27].
В-третьих, комбинирование проникающих и
непроникающих криопротекторов упрощает
процедуру замораживания [10, 14, 26, 27]. Соче-
тание в среде ДМСО и ГЭК при замораживании
нефракционированного костного мозга устраняет
необходимость использовать программный замо-
раживатель и хранить клетки в жидком азоте [27].
Хранение образцов в замораживателе при –80°С
обеспечивает необходимые количественные и
качественные показания для трансплантации кле-
ток после размораживания [26]. Комбинирование
ДМСО и ГЭК позволяет исключить контроль
скорости замораживания для гемопоэтических
клеток кордовой крови [10], клеток поджелудочной
железы [14] и стволовых клеток костного мозга
[13]. Данные литературы указывают на то, что
одной из положительных сторон эффективного
действия комбинированных сред является дости-

Рис. 2. Влияние различных концентраций ДМСО (среды 2–6) и декстрана
(среды 7–11) на степень повреждения эритроцитов в цикле замораживания-
отогрева в сахарозо-солевой среде (50 ммоль/л NaCl + 200 ммоль/л сахарозы)
с различным гематокритом (  – 0,8%,  – 40%): 1– 0%; 2 – 1%; 3 – 3%; 4 – 5%;
5 – 7%; 6 – 9%; 7 – 3%; 8 – 5%; 9 – 10%; 10 – 15%; 11 – 20%; *– результаты
статистически достоверны по сравнению с соответствующими показателями
степени повреждения  при замораживании с гематокритом 0,8% (p < 0,05).
Fig. 2.  Effect of differently concentrated DMSO (media 2–6) and dextran (media
7–11) on damage extent of erythrocytes during freeze-thawing in sucrose-saline
medium (50 mmol/l NaCl  + 200 mmol/l sucrose) with different hematocrit  (  –
0.8%,  – 40%): 1– 0%; 2 – 1%; 3 – 3%;4 – 5%; 5 – 7%; 6 –  9%; 7 – 3%; 8 – 5%;
9 – 10%; 10 – 15%; 11 – 20%.
Note: * – results are statistically significant compared to the corresponding indices of
damage extent under freezing with hematocrit 0.8% (P<0.05).
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6%, no increase in osmotic fragility is revealed, when
transferring them into NaCl isotonic solution [4].

Literature data analysis shows the selection of
combined cryopreservatives, comprising penetrative
and non-penetrative polymer cryoprotectants, as the
most perspective approach to reveal the efficient ways
for freezing and storage of different cells [2, 3, 5, 10,
14, 24, 25, 29]. Firstly, the combination of polymers
with 1,2-propanediol enables a considerable decrease
in its concentration from 38 down to 20% without
reducing a general integrity of erythrocytes and their
osmotic resistance [2, 3]. Secondly, the usage of com-
bined cryopreservatives (HES + DMSO) results in a
decrease of overcooling extent of cell samples in
subzero temperature zone [13, 27]. Thirdly, the combi-
nation of penetrative and non-penetrative cryopro-
tectants simplifies the freezing procedure [10, 14, 26,
27]. The combination of DMSO and HES in the medium
during non-fractionated bone marrow freezing elimi-
nates the necessity to use a programmable freezer and
store cells in liquid nitrogen [27]. Sample storage in
freezer at –80°C provides necessary quan-titative and
qualitative indices for cell transplantation after freeze-
thawing [26]. Combining DMSO and HES enables
excluding the control for freezing rate for cord blood
hemopoietic cells [10], pancreas cells [14] and bone

*
*

*
*

*
*
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жение оптимальной дегидратации
клеток в зоне субнулевых темпе-
ратур. Установлено, что для упро-
щения процедуры замораживания
и отмывания размороженных кле-
ток необходимо использовать крио-
консерванты с проникающими и
непроникающими криопротекто-
рами.

Объяснить эффективность ком-
бинированных сред можно из
имеющихся в литературе сведе-
ний о механизмах защитного и
повреждающего действия непро-
никающих и проникающих крио-
протекторов. Предполагают, что
защитные свойства полимеров
связаны с их способностью изме-
нять физическое состояние раст-
воров в ходе замораживания и
отогрева вследствие структури-
рования молекул воды и сниже-
ния температуры ее замерзания,
а не из-за прямого действия на
клеточную мембрану [6]. При
замораживании, кроме защитного
эффекта, непроникающие крио-
протекторы оказывают повреж-
дающее действие вследствие
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Рис.  3. Влияние различных концентраций ДМСО  (1 и  5 – 0%; 2  и  6 –5%; 3 и 7–
10%; 4 и 8 – 15%) на степень повреждения эритроцитов в цикле замо-
раживания-отогрева в солевой среде (0,15 моль/л NaCl), содержащей: 5%
ПЭГ-1500 (среды 1–4) или 10% декстрана (среды 5–8) с различным гема-
токритом (  – 0,8%,  – 40%); * – результаты статистически достоверны по
сравнению с соответствующими показателями степени повреждения  при
замораживании с гематокритом 0,8% (Р<0,05).
Fig. 3. Effect of differently concentrated DMSO (1 and 5 –  0%; 2 and 6 – 5%; 3
and 7– 10%; 4 and 8 – 15%) on damage extent of erythrocytes during freeze-
thawing in saline medium (0.15 mol/l NaCl), containing: 5% PEG-1500 (media 1–
4) or 10% dextran (media 5– 8) with different hematocrit (  – 0.8%,  – 40%);
* – results are statistically significant compared to the corresponding indices
of damage extent under freezing with hematocrit 0.8% (P<0.05).

наложения осмотического градиента, значительной
дегидратации клеток и достижения ими крити-
чески минимального объема [17]. Криозащитное
действие проникающих криопротекторов связано
с их проникновением в клетки и замедлением
дегидратации [18]. Кроме того, замедляется кон-
центрирование внешней среды и ослабляется пов-
реждающее действие “эффектов раствора” [16].
Однако “торможение” дегидратации клеток при-
водит к повышению вероятности формирования
внутриклеточных кристаллов льда [18].

Таким образом, действие проникающих и
непроникающих криопротекторов при замора-
живании всегда ослабляется сопутствующими
отрицательными эффектами. Для устранения отри-
цательного действия криопротекторов возможны
следующие подходы. Во-первых, если в среду
замораживания с непроникающим криопро-
тектором включить проникающий, то это должно
уменьшить степень дегидратации клеток и устра-
нить их критическое сжатие. Во-вторых, если в
среде замораживания проникающий криопротектор
основной, то включение непроникающего криопро-
тектора должно устранить излишнее замедление
дегидратации. Вероятно, в этих случаях прои-
зойдет сужение границ изменения объема клеток
в цикле замораживания-отогрева. Известно, что

marrow stem cells [13]. Literature data show the
achievement of optimal cell dehydration in subzero
temperature area to be one of the positive aspects of
efficient effect of combined media. It was established
the necessity in using cryopreservatives with penet-
rative and non-penetrative cryoprotectants to simplify
the freezing and washing-out procedures for frozen-
thawed cells.

It is possible to explain the efficiency of combined
medium by proceeding from the present literature data
about the mechanisms of protective and damaging
effects of non-penetrative and penetrative cryopro-
tectants. Protective properties of polymers are sug-
gested as associated to their capability for changing
physical state of solutions during freeze-thawing due
to water molecule structuring and its freezing tempe-
rature decrease, but not a direct effect on cell membra-
ne [6]. In addition to a protective effect, the non-
penetrative cryoprotectants cause a damaging effect
under freezing due to an osmotic gradient application,
considerable cell dehydration and achieving a critically
maximal cell volume [17]. Cryoprotective effect of
penetrative cryoprotectants is associated to their pene-
tration through cells and dehydration slowing down
[18]. In addition, the environment concentrating is
slowed down and a damaging action of “solution
effects” is weakened [16]. However the “inhibition”

*

*

*

*



319 PROBLEMS
OF CRYOBIOLOGY
 Vol. 19, 2009, ¹3

ÏÐÎÁËÅÌÛ
ÊÐÈÎÁÈÎËÎÃÈÈ
Ò. 19, 2009, ¹3

степень сжатия и регидратации для достижения
осмотического равновесия при субнулевых темпе-
ратурах является существенным фактором в пов-
реждении эритроцитов при замораживании [12].

Если имеет место сужение границ изменения
объема клеток при замораживании-отогреве в ком-
бинированных криоконсервантах, то это также при-
ведет к ослаблению флуктуационно-осмотического
механизма повреждения клеток при разморажи-
вании. При этом повреждение внутриклеточным
льдом не механическое, а осмотическое, которое
реализуется при размораживании. Замороженные
клетки различаются содержанием в них количест-
ва льда, при отогреве которых образуются дви-
жущие силы для флуктуационного выхода и входа
воды и большей вероятности повреждения тех
клеток, в которых на конечной стадии размора-
живания остаются кристаллы льда [8]. Если ком-
бинированный криоконсервант ограничивает изме-
нение объема клеток в цикле замораживания-отог-
рева, то описанный повреждающий механизм будет
блокирован.

Таким образом, анализ данных литературы,
касающихся особенностей защитного и повреж-
дающего действия непроникающих и проника-
ющих криопротекторов, позволяет сделать пред-
положение относительно эффективности исполь-
зования комбинированных криоконсервантов:
исследуемые среды при замораживании обеспечи-
вают оптимальную дегидратацию клеток и сужают
границы изменения их объема в цикле заморажи-
вания-отогрева, что обеспечивает устойчивость
клеток к осмотическим воздействиям.

Известно, что эффект “упаковки” определяется
общепринятыми механизмами повреждения кле-
ток при замораживании: “эффекты раствора” и
внутриклеточное замерзание [21], а также повреж-
дения, связанные с деформацией клеток в промер-
зающих каналах льда [15]. Исследование эффекта
“упаковки” в зависимости от концентрации гли-
церина, скоростей замораживания и отогрева пока-
зало, что эффект наиболее выражен при концент-
рации глицерина 1–2 моль/л и медленных скоростях
охлаждения и отогрева [22]. При концентрации
глицерина 3–4 моль/л эффект “упаковки” устра-
няется [7] и замороженные эритроциты имеют
нормальную осмотическую хрупкость [28].

Полученные результаты показывают, что эф-
фект “упаковки” выявляется в изотонической саха-
розо-солевой среде при отсутствии и в присутствии
полимерных криопротекторов (ПЭГ-1500, декст-
ран) и в солевой среде, содержащей полимеры.
Установлено, что для устранения эффекта “упа-
ковки” необходимо сочетание в среде заморажи-
вания проникающих и непроникающих защитных
компонентов. В солевой среде с ПЭГ-1500 или

of cell dehydration results in a rise of probability of
intracellular ice crystal formation [18].

Thus, the effect of penetrative and non-penetrative
cryoprotectants during freezing is also weakened by
accompanying negative effects. In order to eliminate
a negative cryoprotective effect the following appro-
aches are possible. First, if including a penetrative
cryoprotectant into the freezing medium with a non-
penetrative one, this should reduce the extent of cell
dehydration and eliminate their critical shrinkage.
Secondly, if a penetrative cryoprotectant is principal
in freezing medium, the inclusion of a non-penetrative
one should eliminate a surplus slowing down of
dehydration. It is obviously, that in these cases there
will occur the narrowing of boundaries of cell volume
change during freeze-thawing cycle. The extent of
shrinkage and rehydration to get an osmotic balance
under subzero temperatures is known to be a significant
factor in erythrocyte damaging under freezing [12].

If a narrowing of boundaries of cell volume change
under freeze-thawing with combined cryopreservatives
occurs, this will also result in a weakening of
fluctuation and osmotic mechanism of cell damaging
under freeze-thawing. At the same time the damage
by intracellular ice is not mechanical, but osmotic,
which is realised under freeze-thawing. Frozen cells
differ by an ice content in them, during thawing of
which there are formed the active forces for a fluctu-
ation water entering and release and a high probability
of damaging in those cells, where ice crystals remain
at a final stage of freeze-thawing [8]. If a combined
cryopreservative limits the cell volume change during
freeze-thawing cycle, the described damaging mecha-
nism will be blocked.

Thus, the analysis of literature data, related to the
peculiarities of protective and damaging effects of non-
penetrative and penetrative cryoprotectants enables
suggesting about an efficient usage of combined
cryopreservatives: studied media during freezing pro-
vide the optimal cell dehydration and narrow boundaries
of their volume change within freeze-thawing cycle,
by providing cell resistance to osmotic effects.

The “packing” effect is known as determined by
the standard mechanisms of cell damaging under free-
zing: “solution effects” and intracellular freezing [21],
as well as damages, associated to cell deformation into
frozen ice channels [15]. Study of “packing” effect
depending on glycerol concentration, freezing and
thawing rates  demonstrated the effect as the most
pronounced at 1–2 mol/l glycerol concentration and
slow cooling and thawing rates [22]. Under 3–4 mol/l
glycerol concentration the “packing” effect is elimi-
nated [7] and frozen erythrocytes have a normal osmo-
tic fragility [28].

The results obtained show the “packing” effect as
revealed in isotonic sucrose-saline solution both at the
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декстраном необходимо использовать 15% ДМСО
(рис. 3), в сахарозо-солевой среде с полимерами
или без них – 5% ДМСО (см. рис. 1, 2). Протекти-
рующий эффект сахарозы проявляется на стадии
отогрева и когда она находится в ресуспенди-
рующем растворе [30]. Это указывает на сущест-
венную роль сахарозы как осмотического стабили-
затора в устранении эффекта “упаковки” и соответст-
венно на то, что в условиях замораживания-отог-
рева осмотический механизм повреждения на ста-
дии размораживания вносит весомый вклад в дан-
ный эффект.

При быстром охлаждении вероятность вклада
механического повреждения эритроцитов в смыка-
ющихся каналах льда в эффект “упаковки” незначи-
тельна, так как клетки в основном равномерно рас-
пределены в массе льда [19]. Вероятно, механизм
проявления эффекта “упаковки” связан в большей
степени не с этапом охлаждения, а быстрого отог-
рева. Выдерживание клеток при субнулевых тем-
пературах приводит к нескольким эффектам [8]:
протекция к последующему быстрому охлаждению
(–196°С) и отогреву, повреждение при температуре
выдерживания. Повреждение клеток, которые
охлаждаются до –196°С, связано с количеством
внутриклеточного льда, который образуется при
охлаждении. При этом протекция определяется
дегидратацией клеток при температуре выдержи-
вания, которая способствует исключению внутри-
клеточного замерзания в ходе последующего
охлаждения (–196°С). Повреждение при темпера-
туре выдерживания может быть результатом
прямого эффекта высокой ионной силы или непря-
мого эффекта этого воздействия, связанного с по-
вышением чувствительности клеток к осмотичес-
кому стрессу в ходе размораживания. На осно-
вании анализа результатов исследования было
сделано предположение о существовании осмо-
тического механизма повреждения клеток в ходе
размораживания, когда клетки содержат неоди-
наковое количество льда [8]. Однако повреждение
таким механизмом более вероятно при медленных
скоростях размораживания.

При замораживании клеток с низким гемато-
критом вклад внутриклеточной воды во внекле-
точный лед незначителен, а с высоким гематокри-
том существенен. В условиях быстрого отогрева
на конечной стадии размораживания клеточных
суспензий с высокой концентрацией клетки подвер-
гаются гипотоническому стрессу вследствие быст-
рого таяния внеклеточного льда, значительная
часть которого была образована из внутриклеточ-
ной воды [11]. Описанный механизм повреждения
вероятен в цикле быстрого замораживания-отог-
рева суспензий эритроцитов с высоким гематокри-
том в среде, содержащей такие непроникающие
криопротекторы, как сахароза или полимеры.

presence and absence of polymer cryoprotectants
(PEG-1500, dextrans) and polymer-containing saline
medium. Combining penetrative and non-penetrative
protective components was established to be necessary
for “packing” effect elimination. In saline medium with
PEG-1500 or dextran it is necessary to use 15% DMSO
(Fig. 3) and 5% DMSO in sucrose-saline medium with
polymers or without them (see Fig. 1, 2). Protective
effect of sucrose is manifested at thawing stage and
when being in a resuspending solution as well [30].
This points to a significant role of sucrose as an osmotic
stabiliser in eliminating “packing” effect and
consequently to a significant contribution of an osmotic
mechanism of damage under freeze-thawing conditions
at freeze-thawing stage.

Under a rapid cooling a probable contribution of
mechanical erythrocyte damage in adjoining ice chan-
nels into the “packing” effect is insignificant, since cells
are mostly uniformly distributed into ice mass [19].
Probably, the mechanism of “packing” effect manifes-
tation is mostly associated not to cooling stage, but a
rapid thawing one. Cell exposure under subzero tempe-
ratures results in some effects [8]: protection to the
following rapid cooling (–196°C) and thawing, a da-
mage under exposure temperature. Damage of cells,
cooled down to –196°C is associated to a number of
intracellular ice, formed during cooling. At the same
time the protection is determined by cell dehydration
at exposure temperature, contributing to excluding
intracellular freezing during following cooling (–196°C).
The damage at exposure temperature may result from
a direct effect of high ionic strength or indirect effect
of this influence, associated to a rise of cell sensitivity
to osmotic stress during freeze-thawing. Basing on the
analysis of research results  we assumed the presence
of osmotic mechanism of cell damage during freeze-
thawing, when cells contain unequal ice amount [8].
However the damage by such a mechanism is more
probable under slow rates of freeze-thawing.

Under cell freezing with low hematocrit the contri-
bution of intracellular water into extracellular ice is
insignificant, but with high hematocrit it is considerable.
Under rapid thawing at a final stage of freeze-thawing
of highly concentrated cell suspensions the cells are
subjected to hypotonic stress due to a rapid melting of
extracellular ice, which significant part was formed
from intracellular water [11]. The described damage
mechanism is probable during rapid freeze-thawing
cycle of erythrocyte suspensions with high hematocrit
in the medium, comprising such non-penetrative cryo-
protectants as sucrose and polymers.

The analysis of the results obtained and literature
data enables assuming the combination of penetrative
and non-penetrative cryoprotectants as contributing to
correct  a cryoprotective activity of the latter towards
positive side due to a weakening of osmotic stress under
freezing, which superposes  by concentrating a non-
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Анализ полученных результатов и данных лите-
ратуры позволяет предположить, что комбини-
рование в среде замораживания проникающего
криопротектора с непроникающим способствует
коррекции криопротекторной эффективности пос-
леднего в положительную сторону вследствие
ослабления осмотического стресса при заморажи-
вании, который налагается концентрированием
непроникающего криопротектора. В данной ситуа-
ции имеет место предотвращение достижения
клетками критически минимального объема,
поэтому барьерная функция мембран не должна
нарушаться. Такие клетки способны выдерживать
гипотонический стресс на конечной стадии быст-
рого размораживания, который является причиной
проявления эффекта “упаковки” в цикле быстрого
замораживания-отогрева.

Выводы
1. В условиях быстрого замораживания-отог-

рева в солевой среде с ПЭГ-1500 или декстраном,
а также в изоосмотической сахарозо-солевой сре-
де выявляется различие степени повреждения
эритроцитов в образцах с низким и высоким гема-
токритом (эффект “упаковки”).

2. Включение в солевую среду с полимерами
ДМСО в концентрации 15% приводит к устранению
эффекта “упаковки”. В то же время при заморажи-
вании в изоосмотической сахарозо-солевой среде
достаточно 5% ДМСО для устранения данного эф-
фекта.

3. Полученные данные показывают, что про-
явление и устранение эффекта “упаковки” зависят
от соотношения в среде замораживания NaCl, про-
никающих и непроникающих криопротекторов. Чем
выше ионная сила среды, тем большая концент-
рация проникающего криопротектора необходима
для устранения эффекта “упаковки”.

penetrative one. In this case the achieving of a critically
minimum volume by cells is prevented, therefore a
barrier function of membranes should not be disor-
dered. These cells are capable to survive a hypotonic
stress at a final stage of rapid freeze-thawing, which
is the reason of “packing” effect manifestation during
freeze-thawing cycle.

Conclusions
1. Under rapid freeze-thawing in saline medium

with PEG-1500 or dextran, as well as in isoosmotic
sucrose-saline one there is found out the difference of
damage extent of erythrocytes in the samples with low
and  high hematocrits (“packing” effect).

2. Including 15% DMSO  into saline medium with
polymers results in “packing” effect elimination. At
the same time during freezing in isoosmotic sucrose-
saline medium 5% DMSO is sufficient for this effect
elimination.

3. The data obtained show the manifestation and
eli-mination of “package” effect to be dependent on
NaCl, penetrative and non-penetrative cryoprotectant
ratio in freezing medium. The higher is the medium
ionic strength, the bigger concentration of penetrative
cryoprotectant is required to eliminate “packing”
effect.
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