
Probl Cryobiol Cryomed 2022; 32(4):245–255
https://doi.org/10.15407/cryo32.04.245
оглядова стаття                                                                                                          review article

УДК 636.7:611.018.51:66.099

Г.Ф. Жегунов1, О.М. Денисова1*, Г.П. Жегунова2

Гіпотермічне зберігання крові 
та кріоконсервування еритроцитів собак

UDC 636.7:611.018.51:66.099

G.F. Zhegunov1, O.M. Denysova1*, G.P. Zhegunova2

Blood Hypothermic Storage 
and Erythrocyte Cryopreservation in Dogs   

 
Реферат: В огляді представлено аналіз сучасної літератури щодо наявних методів гіпотермічного зберігання крові та кріо-

консервування еритроцитів собак. Обґрунтовано актуальність розроблення та удосконалення методів кріоконсервування ерит-
роцитів собак, створення кріобанків, а також застосування кріоконсервованих компонентів крові для трансфузії. Розглянуто осо-
бливості гіпотермічного зберігання крові собак, а також специфіку використання різних механізмів дії кріопротекторів під час 
кріоконсервування еритроцитів собак. Визначено переваги використання диметилсульфоксиду та комбінованих кріоконсер-
вантів за умов низькотемпературного зберігання еритроцитів собак.
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Abstract: This review presents the analysis of reported data on the current methods for blood hypothermic storage and 
erythrocyte cryopreservation in dogs. The relevance of designing and improving the techniques for canine erythrocyte cryopreser-
vation, cryobanking, as well as the application of cryopreserved blood components for transfusion were substantiated. The features 
of canine blood hypothermic storage and specifi c use of cryoprotectants with various modes of their action were considered. The 
advantages of applying DMSO and combined cryopreservatives during low temperature storage of canine erythrocytes were 
specifi ed.

Key words: dog erythrocytes, hypothermic storage, cryopreservation, hydroxyethyl starch, dimethyl sulfoxide, glycerol, polyethylene 
glycol 1500.
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На сьогодні в Україні застосування трансфузії 
крові стає все більш поширеним і важливим ме-
тодом лікування та збереження життя собакам. 
Цей метод лікування є незамінним, коли рівень 
гематокриту у тварини складає менше 15% [9, 10]. 
Переливання крові завжди направлене на віднов-
лення її об’єму та кількості компонентів, коли 
життя знаходиться під загрозою через велику 
втрату крові: під час хронічних кровотеч, хірур-
гічних втручань, геморагічних гастроентеритів, 
дефіциту заліза, тяжких форм паразитарних за-
хворювань. Переливання крові та зберігання її 
зразків — нерозривно пов’язані процедури. 

Удосконалення техніки зберігання крові та її 
компонентів є дуже важливим етапом для ство-
рення банків крові. Зразки повинні бути ви-
користані відразу або зберігатися ефективніше. 

Існують два методи зберігання крові та її ком-
понентів: гіпотермічний та кріоконсервування. 
Метод гіпотермічного зберігання дозволяє вико-
ристовувати компоненти крові нетривалий час 

To date, the blood transfusion is becoming an 
increasingly common and important method for 
dog’s life-saving therapy in Ukraine. This procedure 
is indispensable, when the hematocrit level in animal 
is less than 15% [4, 5]. Blood transfusion is always 
aimed to restore its volume and amount of compo-
nents when life is threatened because of massive 
blood loss, i. e. during chronic bleeding, surgical 
interventions, hemorrhagic gastroenteritis, iron de-
fi ciency, severe forms of parasitic diseases. Blood 
transfusion and blood sample storage are closely 
linked procedures.

Improving the storage technique for blood and 
its components is a crucial stage in blood banking. 
The specimens should be used immediately or 
their storage needs to be more effi  cient.

There are two methods for blood and its compo-
nent storage: hypothermia and cryopreservation. 
Hypothermic storage enables using blood compo-
nents for a short time (within 20 days only), since 
because of no trophicity and oxygen presence, the 
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(лише протягом 20 діб), оскільки через відсут-
ність трофіки та за наявності кисню зберігання 
ex vivo призводить до окисного стресу та біо-
хімічних пошкоджень клітин [17, 20, 24, 38]. Крім 
того, за умов гіпотермічного зберігання (1–4°С) 
хімічні реакції відбуваються зі зниженою швид-
кістю, а це призводить до накопичення мета-
болітів, у результаті чого термін зберігання таких 
зразків крові стає дуже обмеженим. 

За допомогою кріоконсервування можна збе-
рігати зразки крові понад 10 років, оскільки біо-
хімічні реакції практично припиняються і пош-
кодження еритроцитів не відбувається [11]. На 
сьогодні існує дуже мало досліджень, пов’яза-
них з кріоконсервуванням еритроцитів собак, 
які спрямовані на розроблення довготривалих 
методів збереження компонентів крові. 

Мета роботи — аналіз сучасного стану пробле-
ми довгострокового зберігання крові та еритро-
цитів собак.

Гіпотермічне зберігання крові собак та її 
компонентів. Актуальність проблеми довгостро-
кового зберігання крові собак зумовлена збіль-
шенням кількості собак-компаньйонів, зростан-
ням у них числа гематологічних захворювань, 
відсутністю необхідної кількості донорів, а та-
кож складністю підбору крові за фенотиповими 
характеристиками (групами) [10]. 

Кров та її продукти можна зберігати в умовах 
гіпотермії за температури 4°С, проте нетрива-
лий час. За умов гіпотермічного зберігання про-
тягом кількох тижнів у холодильнику поступо-
во погіршуються показники якості цільної крові 
[35]. Життєздатність і функції еритроцитів зни-
жуються в результаті несприятливих фізичних 
і метаболічних процесів під час зберігання. На 
гематологічні, біохімічні та фізичні властивості 
цільної крові та її компонентів несприятливо 
впливають консерванти, контейнери, зниження 
температури і часте перемішування зразків.

Існують різні способи гіпотермічного збері-
гання донорської крові собак [12, 13, 25, 29, 36]. 
Відомо, що успішно зберігати кров або еритроци-
ти при 4°С можливо тільки протягом 2–3 тижнів, 
що недостатньо для створення банків донорської 
крові тварин.Тому вдосконалення методів довго-
строкового зберігання еритроцитів собак зали-
шається одним із важливих завдань ветеринарної 
медицини.

Гіпотермічне зберігання крові ex vivo впер-
ше здійснили в 1915 р. після відкриття цитрату 
натрію як антикоагулянту [13]. Антикоагулян-
ти, які перешкоджають згортанню крові, дозво-
ляють зберігати еритроцити протягом обмежено-

ex vivo storage leads to oxidative stress and 
biochemical damage to cells [14, 17, 21, 35]. In 
addition, under hypothermic storage (1–4°С), the 
chemical reactions proceed with a reduced rate, 
entailing the metabolite accumulation, that signi-
fi cantly limits the storage period for these blood 
samples.

Cryopreservation allows blood samples to be 
stored for more than 10 years, since biochemical 
reactions are virtually stopped and no erythrocyte 
damages occur [6]. To date, the studies on canine 
erythrocyte cryopreservation aimed at designing 
the long-term techniques for blood component 
storage are rather scarce.

We here aimed to analyze the state of the art 
of blood and erythrocyte long-term storage in 
dogs.

Hypothermic storage of dog blood and its com-
ponents. The relevance of the task of canine blood 
long-term storage is governed by growing number 
of companion dogs, the raise of hematological 
diseases among them, the lack of the required 
number of donors, as well as the diffi  culty of blood 
selection by phenotypic characteristics (groups) [5].

Blood and its products may be stored under 
hypothermia at 4°C, but for a short time. Under 
hypothermic storage within several weeks in a 
refrigerator, the quality indices of the whole blood 
gradually worsen [33]. A decrease in erythrocyte 
viability and functions results from adverse 
physical and metabolic processes during storage. 
Hematological, biochemical and physical proper-
ties of the whole blood and its components may 
be adversely aff ected by preservatives, containers, 
temperature reduction and frequent mixing of 
specimens.

There are diff erent ways for the hypothermic 
storage of donated canine blood [9, 10, 22, 27, 34]. 
A successful storage of either blood or erythrocytes 
in domestic refrigerator is known to only be pos-
sible for 2–3 weeks that is insuffi  cient for donated 
blood banking. Therefore, improving the techniques 
for canine erythrocyte long-term storage has still 
remained among the urgent tasks in veterinary 
medicine.

Blood was fi rst ex vivo hypothermically stored 
in 1915 after discovering the sodium citrate as an 
anticoagulant [10]. The anticoagulants, preventing 
blood clotting, enable erythrocyte storage for a 
limited time period without worsening the viability 
and functions under hypothermia. Most of the 
sodium citrate-based anticoagulants and preservative 
solutions were originally designed for human blood 
preservation, but they occurred to be quite suitable 
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го періоду часу без погіршення життєздатності 
та функцій в умовах гіпотермії. Більшість анти-
коагулянтних і консервувальних розчинів на ос-
нові цитрату натрію спочатку були розроблені для 
консервування крові людини, але вони виявили-
ся цілком задовільними для використання у ве-
теринарії. Проте термін зберігання еритроцитів 
в даному середовищі відрізняється у різних ви-
дів тварин [25, 29, 37]. Розчин цитрату натрію 
(3,8%) використовується для збору крові у спів-
відношенні 1 мл цитрату натрію до 9 мл крові. 
Однак він не має консервувальних властивостей 
і рекомендується тільки для негайного вико-
ристання під час переливання крові. Для гіпо-
термічного зберігання кров собак збирають 
зазвичай у флакони з цитрат-декстрозним або 
цитрат-глюкозним середовищем [29, 36]. 

Для переливання свіжої цільної крові малень-
ким собакам використовується гепарин. Він не 
має консервувальних властивостей, тому гепари-
низовану кров потрібно швидко перелити після 
забору. Зазвичай доза гепарину становить 5–
10 одиниць на 1 мл крові.

Для гіпотермічного зберігання використо-
вують складні розчини антикоагулянтів-консер-
вантів. Основними є цитрат-декстрозний (АСD) 
і цитрат-фосфат-декстрозо-аденіловий (СРDА-1). 
Усі ці розчини містять декстрозу (субстрат для 
підтримки пулу АТФ гліколітичним шляхом 
в еритроцитах) та цитрат натрію (антикоагулянт).

За необхідності більш тривалого зберіган-
ня еритроцитів донорської крові їх відділяють 
від плазми центрифугуванням і поміщають у спе-
ціальні ресуспендуючі розчини. Для собак зазви-
чай використовують Adsol [10] та Nutricel [25]. 
Це дозволяє продовжити термін зберігання їхніх 
еритроцитів з 20 до 35–37 діб. 

В еритроцитах під час гіпотермічного збе-
рігання відбуваються зміни, які впливають на ви-
живання, функцію і реакцію реципієнта на пе-
реливання крові. В першу чергу, під час перемі-
щення еритроцитів в умови in vitro порушується 
їхня трофіка [25, 36]. При цьому в умовах низь-
ких температур послаблюються гідрофобні взає-
модії [25], порушується розподіл фосфоліпідів 
у мембрані [19], змінюється транспорт іонів солей, 
надходження глюкози в клітини [35], знижуєть-
ся активність ферментів гліколізу [29] і синтез 
АТФ [25]. Це призводить до зниження актив-
ності Na, K-АТФаз та Са-АТФаз мембран [8], що 
порушує іонний гомеостаз, змінює форму (ехіно-
цити, сфероцити, стоматоцити) і об’єм еритро-
цитів [5, 8, 25, 35, 39]. Усі ці зміни викликають 
підвищення осмотичної крихкості клітин і втра-
ту функціональної повноцінності еритроцитів. 

in veterinary medicine as well. However, the sto-
rage time for erythrocytes in this medium varies 
in diff erent animal species [22, 27, 35]. Sodium 
citrate solution (3.8%) is used for blood collec-
tion in a 1:9 ratio of sodium citrate to blood. Howe-
ver, it has no preservative properties and is re-
commended for immediate use only during blood 
transfusion. For hypothermic storage, the canine 
blood is usually collected into vials with citrate-
dextrose or citrate-glucose medium [27, 34].

Heparin is used to transfuse the fresh whole
blood in small dogs. Since it has no preservative 
properties, a heparinized blood should be transfused 
immediately after collection. Usually, the dosage 
of heparin is 5–10 units per 1 ml of blood.

Combined anticoagulants-preservative solutions 
are used for hypothermic storage. The acid citrate-
dextrose (АСD) solution and citrate-phosphate-dex-
trose-adenylate (CPDA-1) are among the basic ones. 
All these solutions contain dextrose (a substrate 
for ATP pool maintaining via glycolytic pathway 
in erythrocytes) and sodium citrate (an anticoagu-
lant).

If longer storage of donated erythrocytes is 
required, they are separated from plasma by centri-
fugation and placed into special resuspending 
solutions. For dogs, among the commonly used 
ones are Adsol [5] and Nutricel [22]. This enables 
the prolongation of the storage time for canine 
erythrocytes from 20 to 35–37 days.

During hypothermic storage, the erythrocytes 
undergo the changes, aff ecting the recipient’s sur-
vival, function, and response to blood transfusion. 
First of all, when transferring erythrocytes into the in 
vitro conditions, their trophicity is disturbed [22, 34]. 
Herewith, under low temperatures, the hydropho-
bic interactions are weakened [22], membrane phos-
pholipid distribution is disrupted [16], there is a 
change in salt ion transport, and glucose entry into 
the cells [33], as well as a decrease in glycolytic 
enzyme activity [27] and ATP synthesis [22]. This 
results in a decreased activity of membrane Na, 
K-ATPase and Ca-ATPase [3], thereby disrupting 
the ion homeostasis, altering the erythrocyte shape 
(echinocytes, spherocytes, stomatocytes) and vo-
lume [3, 22, 32, 37, 39]. All these changes entail 
an increased osmotic fragility in cells and a loss 
of functional adequacy of erythrocytes. During 
hypothermic storage, the spatial structure of hemo-
globin is likely disturbed in cells [39] that may 
result in an enhanced osmotic activity of hemo-
globin, an excess water infl ow to cells, and their 
increased hemolysis during transfusion.

Thus, the advantages of hypothermic storage 
of canine blood and its components include the 
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Ймовірно, в процесі гіпотермічного зберігання 
порушується також просторова структура ге-
моглобіну в клітинах [5], що може призводити до 
посилення осмотичної активності гемоглобіну, 
зайвому надходженню води в клітини і їх підви-
щеному гемолізу під час трансфузії.

Таким чином, переваги гіпотермічного збері-
гання крові собак та її компонентів полягають 
у збереженні цілісності еритроцитів за відсут-
ності потреби в дорогому обладнанні. В той же 
час короткий термін зберігання за таких умов 
унеможливлює створення банку донорської крові.

Кріоконсервування еритроцитів собак. Замо-
рожування-відігрівання без кріопротекторів істот-
но пошкоджує біологічні об’єкти [5, 14]. Вста-
новлено, що кріопошкодження клітин крові без-
посередньо пов’язані зі змінами агрегатного 
стану і фазовими переходами вмісту клітин, а та-
кож їх навколишнього водного середовища [5]. 
Перехід води з рідкого стану в твердий у про-
цесі заморожування, а потім знову в рідкий під 
час відігріву значним чином впливає на цілісність 
клітин і їх вміст [5]. За відсутності у середови-
щі кріопротекторів формування кристалів льо-
ду в клітинах стає неминучим. У таких умовах 
усі клітинні компоненти, в тому числі білки, 
можуть піддаватися дегідратації [18, 33], втра-
чаючи зв’язану воду, що є важливим елементом 
підтримки конформації білкових макромолекул. 
Тобто дегідратація та утворення кристалів льоду 
або твердої аморфної фази всередині й поза 
клітиною, та зростання кристалів — централь-
ні пошкоджуючі процеси, що відбуваються під 
час заморожування [5]. Крім цього, певну нега-
тивну роль відіграють перекристалізація та 
осмотичний стрес, що виникають під час віді-
гріву [19, 30]. Ці фізичні процеси призводять 
до механічних пошкоджень, порушення про-
никності й цілісності мембрани, втрати вмісту 
клітини.

За умов повільного охолодження еритроцитів 
з використанням кріопротекторів, коли швидкос-
ті заморожування досить низькі (2–3°С/хв), від-
бувається зародження, формування і зростання 
позаклітинних кристалів льоду за рахунок кри-
сталізації суспендуючого розчину [5]. Під впли-
вом осмотичних сил, які виникли за рахунок 
зростаючих кристалів, вміст клітини сильно зне-
воднюється, а потім формуються і внутрішні кри-
стали за рахунок залишків внутрішньоклітин-
ної води. Навколо клітин відбувається також 
концентрування розчинів солей [26]. Ці фізич-
ні фактори пошкоджують мембрану еритроцитів 
і мають несприятливий вплив на внутрішню 

preservation of erythrocyte integrity with no need 
to use an expensive equipment. At the same time, 
a short storage term under these conditions renders 
the donor blood banking impossible.

Cryopreservation of dog erythrocytes. Cryopro-
tectant-free freeze-thawing causes a signifi cant 
damage to biological objects [11, 38]. The cryoda-
mages to blood cells were established as directly 
related to the changes in aggregate state and phase 
transitions of cell content, and water medium 
around them [39]. The water transition from a liquid 
state to a solid one during freezing, and then again 
to a liquid state during thawing, signifi cantly 
aff ects the cell integrity and content [39]. When 
the medium is free of cryoprotectants, the ice 
crystal formation in cells is inevitable. Under these 
conditions, all the cell components, including pro-
teins may get dehydrated [15, 31], by losing the 
bound water, which is an important element of 
conformation support in protein macromolecules. 
Namely, the dehydration, formation of either ice 
crystals or solid amorphous phase inside and outside 
a cell, as well as the crystal growth are the main 
damaging processes that occur during freezing [39]. 
In addition, the recrystallization and osmotic stress 
during thawing play a certain negative role [16, 
28]. These physical processes lead to mechanical 
damage, disorder in membrane permeability and 
integrity, loss of cell content.

During erythrocyte slow cooling with the use 
of cryoprotectants, when the freezing rates are quite 
low (2–3°С/min), the nucleation, formation and 
growth of extracellular ice crystals occur due to 
suspending solution crystallization [39]. Under the 
impact of osmotic forces, resulted from growing 
crystals, the cell content is strongly dehydrated, 
followed by formation of internal crystals due 
to intracellular water residues. The saline solutions 
are also concentrated around the cells [23]. These 
physical factors damage to erythrocyte membrane 
and adversely aff ect an internal spatial structure 
of hemoglobin, being the pivotal causes of erythro-
cyte hemolysis during thawing.

During rapid freezing with 300–400°С/min rate 
(by immersion into liquid nitrogen) in the presence 
of cryoprotectants, a simultaneous crystallization 
(amorphization) of external preserving solution and 
intracellular content occurs, being less traumatic 
for erythrocytes [39]. At high freezing rates using 
appropriate cryoprotectants, the hemolysis rate 
after freeze-thawing is signifi cantly reduced and 
makes 15–20% [8].

Thus, the cryoprtectant-free freezing of canine 
erythrocytes results in virtually complete cell hemo-
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просторову структуру гемоглобіну. Це є основ-
ними причинами гемолізу еритроцитів під час 
розморожування. 

У процесі швидкого заморожування зі швид-
кістю 300–400°С/хв (шляхом занурення в рідкий 
азот) в присутності кріопротекторів відбуваєть-
ся одночасна кристалізація (аморфізація) зовніш-
нього консервувального розчину і внутрішньо-
клітинного вмісту, що є менш травматичним для
еритроцитів [5]. При високих швидкостях замо-
рожування з використанням відповідних кріо-
протекторів рівень гемолізу після розморожу-
вання істотно знижується і може становити 15–
20% [3].

Таким чином, заморожування еритроцитів со-
бак без кріопротекторів призводить до майже 
повного гемолізу клітин після розморожування 
[5]. Тільки застосування кріопротекторів дозво-
ляє тривалий час, протягом декількох років, 
зберігати кров та її компоненти за температур 
–196…– 80°С.

Кріопротектори для кріоконсервування ери-
троцитів собак. Пошкодження еритроцитів со-
бак під час заморожування можна значно змен-
шити, якщо дотримуватись спеціальних умов, 
зокрема, шляхом підбору кріопротекторів та 
їх концентрацій, способу їх введення та тер-
міну інкубації клітин до заморожування, а також 
підбору оптимальної швидкості заморожування 
і відігріву. Ці заходи зводять пошкодження 
еритроцитів до мінімуму.

Захисну дію кріопротекторів насамперед по-
в’язують із запобіганням кристалізації під час 
зниження температури, ефективним зменшен-
ням виходу води з клітин, розбавленням концент-
рації солей [14].

Кріопротектори та їх хімічна природа неод-
наково ефективні для різних біологічних об’єктів. 
Тому для еритроцитів різних видів тварин одні 
й ті самі кріопротектори не завжди дієві. 

Проникні кріопротектори. Основними про-
никними кріопротекторами є гліцерол і диме-
тилсульфоксид (ДМСО), які досить добре про-
никають всередину більшості видів клітин [5]. 
Вони знижують точку замерзання суспензій 
клітин, зменшують розміри кристалів льоду, зни-
жують точку евтектики. Крім того, запобігають 
зменшенню обʼєму клітин і збільшенню кон-
центрації електролітів, знижуючи температуру, 
за якої в процесі заморожування досягається кри-
тична концентрація солей.

Гліцерол — найефективніший кріопротек-
тор для еритроцитів людини [5, 34], оскільки 

lysis after thawing [39]. Only the use of cryopro-
tectants enables storing blood and its compo-
nents at –196...–80°C for a long time over several 
years.

Cryoprotectants for dog erythrocyte cryopre-
servation. Damage to canine erythrocytes during 
freezing may be signifi cantly mitigated if special 
conditions are met, particularly by selecting cryo-
protectants and their concentrations, administration 
ways, cell incubation period prior to freezing, and 
by choosing the optimal rates of freezing and war-
ming. These measures can minimize the erythro-
cyte damages.

A protective eff ect of these agents is primarily 
associated with the prevention of crystalliza-
tion when lowering the temperature, an effi  cient 
decrease of water release out of cells, and dilution 
of salt concentration [11].

Cryoprotectants and their chemical nature 
are not equally effi  cient for diff erent biological 
objects. Therefore, the same cryoprotectants are not 
always eff ective for erythrocytes of diff erent animal 
species.

Permeable cryoprotectants. Glycerol and di-
methyl sulfoxide (DMSO), penetrating quite well 
into most cell types are the main permeable 
cryoprotectants [39]. They can lower the freezing 
point of cell suspensions, reduce ice crystal size, and 
diminish the eutectic point. In addition, they pre-
vent a decrease in cell volume and increase in 
electrolyte concentration, by lowering the tempera-
ture where the critical concentration of salts is 
reached during freezing.

Glycerol is the most effi  cient cryoprotectant 
for human erythrocytes [32, 39], as it can rapidly 
penetrate into the cells, and has low toxicity 
even at high concentrations. There are two cryopre-
servation techniques with glycerol use: at high 
(slow cooling [39]) and low (rapid cooling [26]) 
concentrations.

The slow cooling (40% glycerol concentration) 
showed quite a high effi  ciency (70–80% survival) 
for canine erythrocytes [1].

A long and complicated procedure of cryopro-
tectant introduction into cell suspension, which 
includes four stages, is the main disadvantage of 
this method. Furthermore, the post-thaw cryoprotec-
tant removal out of cells is rather diffi  cult. 

The rapid cooling occurred to be ineffi  cient for 
canine erythrocytes [7, 20]. It involved the use of 
diff erent concentrations of cryoprotectant (5–20%) 
[7, 24]. The post-thaw cell survival was quite low 
and made 32–43% (Table). On the one hand, this 
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він швидко проникає у клітини і є малотоксич-
ним навіть у високих концентраціях. Існує два 
методи кріоконсервування з використанням глі-
церолу: з високою (повільне охолодження [5]) та 
низькою (швидке охолодження [28]) концентра-
цією.

Метод повільного оходження (концентрація 
гліцеролу — 40%) для еритроцитів собак показав 
досить високу його ефективність (збереження — 
70–80%) [7].

Основним недоліком цього методу є тривала 
та складна процедура введення кріопротектора 
в суспензію клітин, яка включає в себе чотири 
етапи. Крім того, складним є видалення кріопро-
тектора з клітин після розморожування. 

Метод швидкого охолодження виявився не-
ефективним для еритроцитів собак [2, 23]. Для 
цього методу використовувалися різні концент-
рації кріопротектора (5–20%) [2, 6]. Збережен-
ня клітин після розморожування було досить 
низьким і становило 32–43% (таблиця). З одного 
боку, це пов’язано з дуже повільною проникністю 
гліцеролу шляхом полегшеної дифузії в кліти-
ни [4, 23], з іншого — до пошкодження клітин 
може призвести процедура дегліцеринізації, у ре-
зультаті якої виникає гіпотонічний стрес. Таким 
чином, різке додавання розчину гіпертонічного 
кріопротектора та подальше його видалення приз-
водить до зміни осмотичної стійкості клітин 
і зниження їх збереженості. 

Іншим проникним кріопротектором є ДМСО. 
У роботах О.Н. Денисової та співат. [2], Liu J. та 
співат. [23] експериментально встановлено, що 
ДМСО виявився більш придатним для кріокон-
сервування еритроцитів собак порівняно з гліце-
ролом (таблиця). Збереження еритроцитів після 
заморожування-відігрівання з 10% ДМСО скла-
дало 75–80%. Еритроцити, кріоконсервовані 
з ДМСО, після розморожування і відмиван-
ня кріопротектора зберігають високу стійкість 
у фізіологічних умовах із підтриманням нор-
мальної форми і осмотичної крихкості. Відо-
мо, що коефіцієнт проникності для ДМСО крізь 
мембрану еритроцитів собак значно вищий, 
ніж для гліцеролу [4]. Високі показники вижи-
вання еритроцитів собак за умов кріоконсерву-
вання з ДМСО можуть бути пов’язані з над-
ходженням максимальної кількості кріопротек-
тора до еритроцитів. Більш швидке проникнення 
ДМСО в еритроцити зменшує ймовірність пош-
кодження гіпертонічним стресом. Через можливу 
токсичну дію на тварин рекомендується якомо-
га ретельніше видалити ДМСО з клітин [5, 16], 
що ускладнює процедуру підготовки клітин до 
трансфузії.

Кріопротектор 
Cryoprotectant

Кінцева концентрація,% 
Final concentration, %

Збереження,% 
Preservation rate , %

Гліцерол 
Glycerol 15 30–40

ДМСО 
DMSO 10 75–80

ПЕГ-1500 
PEG-1500 15 90–95

ГЕК 
HES 17,5 85–95

ДМСО + Сахароза
DMSO +Sucrose 10 + 2 80–90

Збереження еритроцитів собаки після заморожування-
відігріву в залежності від використаного кріопротектора 

під час швидкого заморожування [3, 28]
Post-thaw canine erythrocyte preservation rate depending 

on the cryoprotectant used at a rapid freezing [8, 26]

was due to the very slow glycerol permeability 
via facilitated diff usion into the cells [20, 38], on 
the other hand, the deglycerolization might cause 
the cell damage, resulting in hypotonic stress. Thus, 
a sharp supplement of hypertonic cryoprotectant 
solution and its subsequent removal led to a change 
in cell osmotic resistance and a decrease in cell 
survival.

Another permeable cryoprotective agent is 
DMSO. O.N. Denisova et al. [7], Liu J et al. [20] 
have experimentally found that DMSO occurred 
to be more suitable for canine erythrocyte cryo-
preservation as compared with glycerol (Table). 
The erythrocyte survival after freeze-thawing with 
10% DMSO was 75–80%. The erythrocytes, cryo-
preserved with DMSO, after thawing and washing 
from cryoprotectant, preserved a high stability 
under physiological conditions with maintenance 
of normal shape and osmotic fragility. It is known 
that the permeability coeffi  cient through canine 
erythrocyte membrane is much higher for DMSO 
vs. glycerol [38]. High survival rates of canine 
erythrocytes under cryopreservation with DMSO 
may be associated with the entry of the maximum 
amount of cryoprotectant into erythrocytes. More 
rapid DMSO penetration into erythrocytes reduces 
the probability of damages induced by hypertonic 
stress. Because of a possible toxic eff ect on animals, 
it is recommended to remove DMSO from cells 
as thoroughly as possible [13, 39], which makes 
it diffi  cult to prepare cells for transfusion.

Impermeable cryoprotectants. Due to the fact 
that cryoprotectant removal signifi cantly compli-
cates the preparation for transfusion, the cryo-
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Непроникні кріопротектори. У зв’язку з тим, 
що видалення кріопротектора значно ускладнює 
процедуру підготовки до трансфузії, активно 
розробляються технології кріонсервування з ви-
користанням непроникних кріопротекторів. Че-
рез низьку токсичність деякі непроникні кріо-
протектори в невеликих кількостях можуть 
бути внесені в кров’яне русло реципієнта в 
процесі трансфузії деконсервованої крові. Го-
ловною перевагою методів кріоконсервування 
еритроцитів з непроникними кріопротекторами 
є можливість виключення етапу їх відмивання 
перед трансфузією [22, 28].

Найбільш ефективними непроникними кріо-
протекторами для кріоконсервування еритро-
цитів собак є поліетиленгліколь з м. м. 1500 
(ПЕГ-1500) [1, 2] та гідроксиетильований крох-
маль (ГЕК) [15, 21, 28, 31]. Ці речовини ефек-
тивні в низьких концентраціях і забезпечують 
захист клітин за допомогою часткової їх дегід-
ратації перед заморожуванням. Ці кріопротек-
тори знижують інтенсивність формування внут-
рішньоклітинних кристалів льоду і за умов ви-
соких швидкостей охолодження суспензії клітин 
замерзають ще до досягнення критичного рівня 
концентрації розчинів солей. 

Під час використання ПЕГ-1500 у якості кріо-
протектора для еритроцитів собак [2] досягаєть-
ся високий рівень збереження клітин після цик-
лу заморожування-відігріву. Виживання клітин 
після розморожування становить до 95% (таблиця). 

Однак під час оцінки основних параметрів 
деконсервованих еритроцитів після перенесен-
ня їх в ізотонічне середовище виявлено значні 
порушення механо-еластичних властивостей і 
підвищення крихкості еритроцитів [2]. Це під-
тверджується результатами дослідження K. Sing-
bartl та співавт. [30] (28), проведеними на ерит-
роцитах людини.

Гідроксиетильований крохмаль з м. м. 200 
у концентрації 25–35% також застосовують для 
захисту еритроцитів собак від низькотемпера-
турних пошкоджень [21, 28, 32]. Заморожуван-
ня здійснюють зануренням контейнерів у рідкий 
азот (–196°С). При цьому після розморожуван-
ня залишається до 80% збережених клітин. Ви-
користання непроникного кріопротектора ГЕК 
для захисту еритроцитів собак від дії несприят-
ливих факторів низькотемпературного зберіган-
ня показує зручність його застосування, оскіль-
ки він не потребує видалення перед трансфузією, 
але після кріоконсервування спостерігається 
підвищення осмотичної крихкості клітин.

Відомо, що непроникні кріопротектори мо-
жуть контактувати з поверхнею клітинних мем-

preservation technologies, involving the imper-
meable cryoprotectants are being actively developed. 
Because of their low toxicity, some impermeable 
cryoprotectants may be introduced into recipient’s 
bloodstream in small amounts during transfusion 
of frozen-thawed blood. The main advantage of 
erythrocyte cryopreservation techniques using im-
permeable cryoprotectants is the possibility to eli-
minate the stage of their washing out prior to trans-
fusion [19, 26].

The most effi  cient impermeable cryoprotectants 
for canine erythrocyte cryopreservation are poly-
ethylene glycol with MW 1500 (PEG-1500) [2, 
7] and hydroxyethyl starch (HES) [12, 18, 26, 29]. 
These substances are eff ective in low concentra-
tions and protect cells via their partial dehydration 
before freezing. These cryoprotectants mitigate 
the intensity of intracellular ice crystal formation, 
and under high cooling rates, the cell suspensions 
are frozen even before the critical concentration 
of salt solutions is reached.

When using PEG-1500 as a cryoprotectant for 
canine erythrocytes [7], a high rate of cell integrity 
is achieved after freeze-thawing cycle. Cell sur-
vival after thawing is up to 95% (Table).

However, when assessing the main parameters 
of frozen-thawed erythrocytes after transferring 
them into an isotonic medium, the signifi cant 
disorders of mechanical and elastic properties and 
increased fragility of erythrocytes were found [7]. 
This is confi rmed by the fi ndings of K. Singbartl 
et al. [28], obtained in human erythrocytes.

Hydroxyethyl starch with MW 200 in a concent-
ration of 25–35% is also applied for canine erythro-
cyte protection against low-temperature damage 
[18, 26, 30]. Freezing is carried out by immersing 
containers into liquid nitrogen (–196°С). Herewith, 
up to 80% of cells are survived after thawing. 
The application of an impermeable cryoprotectant 
HES to protect canine erythrocytes against the 
adverse eff ects of low-temperature storage shows 
its convenience to use, because it does not need 
to be removed prior to transfusion, though an in-
creased post-cryo cell osmotic fragility is obser-
ved.

It is known that impermeable cryoprotectants 
are able to contact a cell membrane surface and 
their lipid components due to hydrophobic in-
teractions [8]. The polar ones may be altered in the 
presence of these substances due to penetration and 
incorporation of these molecules into membrane 
bilayer. This may induce conformational disorders 
of membrane-cytoskeletal complex, resulting in 
the defects, appeared during cell transfer into 
physiological conditions. This evidences a hidden 
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бран та їх ліпідними компонентами за рахунок 
гідрофобних взаємодій [3]. Полярні взаємодії 
в присутності цих речовин можуть змінюва-
тися внаслідок проникнення та вбудовування 
цих молекул у мембранний бішар. Це може 
викликати конформаційні порушення мембра-
но-цитоскелетного комплексу, що призводить до 
виникнення дефектів під час перенесення клітин 
до фізіологічних умов. Це свідчить про прихо-
ваний характер порушень і відображає нездат-
ність білків мембрано-цитоскелетного комплексу 
підтримувати цілісність клітин [3, 30]. 

Комбіновані кріоконсерванти. Одним з наяв-
них підходів до зниження пошкодження клітин 
під час кріоконсервування є застосування де-
кількох кріопротекторів різного механізму дії. 
Такі розчини використовуються для кріоконсерву-
вання еритроцитів і тромбоцитів [5], кровотвір-
них клітин печінки [27] людини. У роботі О.М. Де-
нисової та співавт. [3] показано достатньо ви-
соку ефективність використання комбінованих 
кріоконсервантів, які містять ДМСО та сахарозу, 
при швидкому заморожуванні еритроцитів со-
бак. Сахароза є непроникним природним кріо-
протектором, яка стабілізує та захищає клітинні 
мембрани та білки під час заморожування [5]. 
Невідновлювальні дисахариди (трегалоза та саха-
роза) мають вищі температури склування по-
рівняно з ДМСО, етиленгліколем та 1,2-пропан-
діолем. Ця властивість забезпечує утворення 
однорідної структури льоду з високою вʼязкістю 
і низькою рухливістю, що призводить до зни-
ження пошкодження клітин під час швидкого 
заморожування [27]. Але точний механізм дії 
дисахаридів на виживання клітин після відіг-
ріву залишається досі невизначеним. Оскільки 
в клітинах ссавців немає специфічних транспор-
терів для дисахаридів, то при додаванні кріопро-
текторів вони залишаються в позаклітинному 
просторі. Тому їх кріопротекторна дія недостатня 
для забезпечення збереження структурно-функ-
ціональної цілостності клітин. При цьому за-
стосування дисахаридів з проникними кріопро-
текторами може значно покращити результат 
кріоконсервування. Додавання до проникного 
кріопротектора непроникної речовини призво-
дить до зниження рівня пошкодження клітин 
у результаті послаблення гіпертонічного стресу 
і негативного осмотичного ефекту після вида-
лення кріопротектора. Це перспективний нап-
рямок пошуку ефективних кріопротекторів для 
збереження еритроцитів собак під час кріокон-
сервування, який потребує подальшого розвит-
ку.

nature of the disorders and refl ects the inability 
of the membrane-cytoskeletal complex proteins to 
maintain cell integrity [8, 28].

Combined cryopreservatives. The application 
of several cryoprotectants with diff erent action 
modes is among the current approaches to miti-
gate the cell damage during cryopreservation. 
These solutions are used to cryopreserve human 
erythrocytes and platelets [39], liver hematopoietic 
cells [25]. O.M. Denisova et al. [8] showed quite 
a high effi  ciency of combined cryopreservatives, 
comprising DMSO and sucrose in rapid freezing 
for canine erythrocytes. Sucrose is an impermeable 
natural cryoprotectant that stabilizes and protects 
cell membranes and proteins during freezing [39]. 
Non-reducing disaccharides (trehalose and sucrose) 
have higher glass transition temperatures if com-
pared with DMSO, ethylene glycol and 1,2-pro-
panediol. This property ensures the formation of 
homogeneous ice structure with high viscosity and 
low mobility, resulting in a decreased cell damage 
during rapid freezing [25]. But the exact mechanism 
of disaccharide eff ect on post-thaw cell survival 
has still remained unclear. Since there are no 
specifi c transporters for disaccharides in mammalian 
cells, they stay in an extracellular space during 
cryoprotectant supplement. Therefore, their cryo-
protective eff ect is insuffi  cient to preserve the 
structural and functional cell integrity. Herewith 
the use of disaccharides with permeable cryoprotec-
tants may signifi cantly improve the cryopreser-
vation outcome. The supplement of impermeable 
substance to permeable cryoprotectant entails a de-
crease in cell damage rate, resulting from weakening 
of hypertonic stress and negative osmotic eff ect 
after cryoprotectant removal. This trend in fi nding 
the effi  cient cryoprotectective agents to preserve 
canine erythrocyte integrity during cryopreserva-
tion shows promise, but requires further develop-
ment.

Currently, the blood components are being 
increasingly used for blood transfusion in a com-
bined therapy of various diseases in veterinary 
medicine. Therefore, the improving and designing 
the novel methods for erythrocyte long-term 
low temperature storage are topical in veterinary 
medicine, being the urgent trends for transfusion 
veterinary medicine development. Damage mecha-
nisms to canine erythrocytes, associated with the 
long-term low temperature storage, have remained
poorly studied. So far, there are no optimal pro-
tocols for cryopreservation of whole blood or its 
components. Therefore, further investigations are 
needed to elucidate the causes of cell damage, search 
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Зараз у ветеринарній медицині для перели-
вання крові все частіше використовують компо-
ненти крові для комплексного лікування різних 
захворювань. Тому вдосконалення і створення 
нових методів довгострокового низькотемпера-
турного зберігання еритроцитів має велике зна-
чення для ветеринарії і є актуальним напрямком 
розвитку трансфузійної ветеринарної медици-
ни. Механізми пошкодження еритроцитів собак, 
пов’язані з тривалим низькотемпературним збері-
ганням, вивчені недостатньо. Поки що немає 
оптимальних протоколів кріоконсервування ціль-
ної крові або її компонентів. Тому потрібні по-
дальші дослідження причин пошкодження клітин, 
пошуки ефективних кріопротекторів та удоскона-
лення способів кріоконсервування компонентів 
крові. 

Висновки
Таким чином, огляд літератури показав, що 

наявні методи кріоконсервування та довготрива-
лого зберігання цільної крові собак та її компо-
нентів ще недосконалі та потребують подальших 
досліджень. 

1. Методи гіпотермічного зберігання крові за-
безпечують її збереженість лише до 20 діб, що не 
сприяє створенню банків довготривалого збері-
гання крові. 

2. Методи збереження зразків крові за умов 
гіпотермії або кріоконсервування під захистом 
гліцеролу / ГЕК не задовольняють потреби в крові 
під час комплексного лікування собак. 

3. Для вирішення проблеми довготрива-
лого зберігання еритроцитів за умов низькотем-
пературного консервування перспективним є ви-
користання комбінованого кріоконсерванта, до 
складу якого входять ДМСО і сахароза.

for effi  cient cryoprotectants, and improve the cryo-
preservation techniques for blood components.

Conclusions
Thus, this review showed the available techniques 

for cryopreservation and long-term storage of canine 
whole blood and its components as not perfect yet 
and in need of further investigation.

1. Blood hypothermic storage ensures the pre-
servation for up to 20 days only, making the 
establishing of blood banks for its long-term storage 
impossible.

2. Methods for blood sample storage either 
under hypothermia or cryopreservation with gly-
cerol / HES protection do not satisfy the need 
for blood during combined therapy in dogs.

3. The use of the combined cryopreservative, 
which includes DMSO and sucrose is promising 
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