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Криопротекторные агенты (КПА), используемые для защиты эритроцитов при замораживании, могут
влиять на структурные и функциональные параметры мембраны, от которых зависит жизнеспособность
клеток. Цель работы заключалась в исследовании влияния глицерина и ПЭГ на экстернализацию фосфа-
тидилсерина (ФС) на поверхность эритроцитов, а также в определении роли ионов Са2+ и АТФ-зависи-
мых процессов в регуляции трансмембранной асимметрии липидов в присутствии данных КПА. Установ-
лено, что действие глицерина на эритроциты не ведет к экстернализации ФС. Поддержание активностей
скрамблаз и флипаз в эритроцитах в присутствии глицерина на уровне контрольных параметров позволяет
им реагировать на повышение [Са2+]in, вызванное кальциевым ионофором А23187, и блокирование
АТФазных реакций, обусловленное ванадатом, подобно нативным клеткам. Действие ПЭГ способствует
нарушению распределения ФС в мембране благодаря изменениям активностей липидных транслоказ.
При этом активация скрамблаз и (или) ингибирование флипаз под влиянием ПЭГ не достигают макси-
мальных значений, о чем свидетельствует увеличение количества эритроцитов с экстернализованным ФС
при нагрузке клеток Са2+ с помощью ионофора и ингибировании АТФ-зависимых реакций ванадатом.
Действие ПЭГ на липидную асимметрию мембран эритроцитов, по-видимому, опосредовано его влияни-
ем на уровень Са2+ в клетке. Нарушения структурных параметров мембраны, обусловленные перераспре-
делением ФС в присутствии ПЭГ, отличающие его от действия глицерина, могут быть причиной неста-
бильности криоконсервированных эритроцитов в физиологических условия in vitro.
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Плазматические мембраны эукариотических кле-
ток характеризуются асимметричным трансмембран-
ным распределением фосфолипидов (Op den Kamp,
1979). В наружном слое мембраны преобладают сфин-
гомиелин и фосфатидилхолин, а фосфатидилэтанол-
амин и фосфатидилсерин преимущественно локали-
зованы во внутреннем слое. Различия в составе фосфо-
липидов внешнего и внутреннего слоев мембраны
определяют особенности их физических свойств и
играют важную роль в формировании специфиче-
ского микроокружения периферических и инте-
гральных белковых компонентов (Marsh, 1995), а
также создают оптимальные условия для их регуляр-
ного контроля трансдуктивными сигналами вторич-
ных мессенджеров (Hinderliter et al., 2004).

Поддержание композиционных различий между
липидными слоями мембраны во многом определяет-
ся медленной скоростью флип-флопа (Nakano et al.,
2009; Contreras et al., 2010), обусловленной высокой
энергией активации прохождения гидрофильной го-
ловной группы фосфолипида через гидрофобную
часть мембраны. Вместе с тем трансмембранная
асимметрия липидов контролируется активными
транспортными процессами (Arashiki, Takakuwa,
2017). Скрамблазы, флипазы и флопазы представля-
ют 3 типа транслоказ, различающихся направлением
переноса липидов и источником энергии для их
функционирования. Скрамблазы разрушают асим-
метричное распределение липидов, перенося их из
одного слоя в другой по концентрационному гради-
енту без затрат энергии (Hankins et al., 2015). Флипа-
зы, транспортирующие аминофосфолипиды (глав-
ным образом ФС) из внешнего слоя мембраны во
внутренний, обеспечивают восстановление липид-
ной асимметрии при ее нарушении так же, как и

Принятые сокращения: КПА – криопротекторный агент, ПЭГ −
полиэтиленгликоль, ФС – фосфатидилсерин, [Са2+]in – внутри-
клеточная концентрация ионов Са2+.
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флопазы, которые переносят фосфолипиды (в ос-
новном, фосфатидилхолин) в противоположном на-
правлении. Флипазы и флопазы при функциониро-
вании используют энергию АТФ. Основным марке-
ром нарушения асимметричного распределения
липидов в мембране эритроцитов является экстер-
нализация ФС на поверхности клетки, поскольку в
норме он локализован исключительно во внутрен-
нем слое. Данный процесс зависит от двух типов
ферментов – скрамблаз и флипаз, – активность ко-
торых регулируется несколькими сигнальными си-
стемами (Segawa et al., 2016).

В стрессовых условиях нарушение асимметрии
липидов может привести к модификациям свойств
мембраны и повлиять на структуру и функциональ-
ную активность различных компонентов, от кото-
рых зависит выживание клеток. При криоконсерви-
ровании эритроцитов человека применяют крио-
протекторные агенты (КПА), которые изменяют
свойства среды и способны воздействовать на струк-
турные параметры мембраны. В зависимости от их
способности проникать через плазматическую мем-
брану различают эндо- и экзоцеллюлярные КПА.

Разрешенные для использования в медицине ме-
тоды криоконсервирования эритроцитов основаны
на применении глицерина, легко проникающего че-
рез мембрану (Scott et al., 2005). Такие методы пред-
полагают удаление КПА перед трансфузией, что тре-
бует значительных материальных затрат. Экзоцел-
люлярные вещества позволяют исключить данный
этап и могут послужить основой для создания безот-
мывочных методов криоконсервирования крови.
Однако эритроциты, замороженные с экзоцеллю-
лярными КПА, имеют скрытые дефекты мембраны,
обнаруживаемые при переносе клеток в физиологи-
ческие условия in vitro (Singbartl et al., 1998; Землян-
ских, Бабийчук, 2019). В частности такое поведение
характерно для эритроцитов человека, криоконсер-
вированных с ПЭГ (Землянских, Бабийчук, 2019).

Сравнительные исследования реорганизации
мембран под влияниям глицерина и ПЭГ позволяют
идентифицировать негативные проявления действия
ПЭГ на жизнеспособность эритроцитов. Ранее было
показано, что данные КПА по-разному влияют на ак-
тивность Са2+-АТФазы (Землянских, Кофанова,
2006; Землянских, Бабийчук, 2016). Изменение асим-
метричного распределения ФС в мембране эритроци-
тов может быть опосредовано влиянием КПА на мем-
бранные системы, контролирующие уровень Са2+, по-
скольку функционирование липидных транслоказ
зависит от внутриклеточной концентрации ионов Са2+

([Са2+]in). Можно допустить, что неблагоприятные
процессы, изменяющие устойчивость эритроцитов,
инициируются на этапе контакта клеток с КПА.

Цель настоящей работы состояла в оценке влия-
ния глицерина и ПЭГ на нарушение асимметрично-
го распределения ФС в мембранах эритроцитов че-
ловека, а также изучении роли ионов Са2+ и АТФ-за-

висимых процессов в регуляции экстернализации
ФС на поверхности мембран в присутствии данных
КПА.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Реактивы В работе использовали аннексин V,

конъюгированный с флуоресцентным красителем
FITC (аннексин V-FITC) (BD Biosciences, США),
бычий сывороточный альбумин (БСА; PAA Labora-
tories GmbH, Австрия), ионофор А23187, Tris,
HEPES (Sigma, США), полиэтиленгликоль 1500,
глюкозу, CaCl2 (Fluka, США), глицерин, NaCl, КCl,
MgCl2 и другие реактивы производства России и
Украины квалификации х. ч. или ос. ч.

Объект исследования. Эритроциты крови доно-
ров, полученной из Центра службы крови г. Харько-
ва, осаждали центрифугированием при 1200 g в тече-
ние 10 мин при комнатной температуре, удаляли
плазму и лейкоцитарные компоненты крови. Оса-
жденные эритроциты трижды промывали с помо-
щью центрифугирования в аналогичном режиме в
среде, содержащей 150 мМ NaCl, 10 мМ Трис-HCl,
pH 7.4 (соотношение клеток и среды ~ 1 : 7). Отмы-
тые эритроциты, инкубированные в модифициро-
ванной среде Рингера (состав (мМ): 125 NaCl, 5 КCl,
1 MgCl2, 1 CaCl2, 32 HEPES (pH 7.4), 5 мМ глюкозы,
0.5% БСА), служили контролем.

Инкубирование эритроцитов с КПА. К аликвотам
отмытых эритроцитов (100 мкл) добавляли равные
объемы растворов 30%-ного глицерина и 30%-ного
ПЭГ, содержащих дополнительно (мМ) 125 NaCl,
5 КCl, 32 HEPES (pH 7.4) и 5 глюкозы. Клетки инку-
бировали в течение 30 мин при 37°С. Равновесные
концентрации КПА в среде на завершающем этапе
инкубирования клеток составляли ~ 20%. Аликвоты
эритроцитов разводили в 20%-ных растворах КПА,
содержащих дополнительно 125 мМ NaCl, 5 мМ
КCl, 32 мМ HEPES (pH 7.4) и 5 мМ глюкозы до ко-
нечной концентрации 107 кл./мл. Разведенные эрит-
роциты инкубировали на протяжении 1 и 24 ч при
37°С при постоянном перемешивании. По заверше-
нию инкубации эритроциты дополнительно разво-
дили до концентрации 106 кл./мл в соответствующих
растворах КПА, содержащих все вышеуказанные
компоненты и 2.5 мМ CaCl2, и добавляли аннексин
V-FITC (5 мкл). Клетки инкубировали в темноте в
течение 20 мин и определяли связывание c клетками
аннексина V-FITC методом проточной цитометрии
на приборе FACS Calibur (Becton Dickenson Biosci-
ences, США). В каждом измерении просчитывали
100000 событий. Данные анализировали с помощью
программы BD CellQuest Pro software (Becton Dick-
enson Biosciences).

Обработка клеток ванадатом. Для оценки роли
АТФ-зависимых реакций в нарушениях липидной
асимметрии мембран эритроциты обрабатывали ор-
то-ванадатом. Отмытые эритроциты инкубировали
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в растворе Рингера, дополненном 1 мМ Na3VO4 в те-
чение 45 мин при 37°С. Для удаления избытка орто-
ванадата натрия клетки отмывали в равном объеме
раствора Рингера. Затем к эритроцитам, обработан-
ным ортованадатом, добавляли растворы КПА и ин-
кубировали в соответствии с вышеописанными
условиями на протяжении 1 ч.

Обработка клеток ионофором А23187. Для оценки
роли ионов Са2+ в нарушениях липидной асиммет-
рии мембран эритроциты обрабатывали ионофором
А23187. Отмытые эритроциты инкубировали в рас-
творе Рингера в присутствии 2 мкМ А23187 в течение
45 мин при 37°С. Для удаления ионофора, не связав-
шегося с мембранами, клетки отмывали в равном
объеме раствора, содержащего (мМ) 125 NaCl, 5 КCl,
32 HEPES, 5 глюкозы, 2 ЭДТА (без MgCl2 и CaCl2).
При второй отмывке использовали аналогичный
раствор, не содержащий ЭДТА. Третью отмывку вы-
полняли с использованием раствора того же состава
без ЭДТА, но дополненного 1% БСА. К эритроци-
там, обработанным ионофором А23187, добавляли
растворы КПА и инкубировали в соответствии с вы-
шеописанными условиями.

Статистическую обработку результатов выполня-
ли с использованием программного пакета Stat-
graphics plus 2.1 for Windows (Statistical Graphics
Corp.). Все выборки имели нормальное распределе-
ние. Эксперименты проведены на крови четырех
разных доноров (n = 4). Данные представлены в виде
средних значений и стандартных отклонений. Раз-
личия между экспериментальными группами оце-
нивали с помощью критерия знаков Вилкоксона и
множественного рангового теста в зависимости от
конкретных задач. При Р < 0.05 данные считали ста-
тистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ нарушений липидной асимметрии осно-

ван на высокоафинном связывании ФС на наруж-
ной поверхности клетки со специфическим белком
аннексином V, конъюгированным с флуоресцент-
ным красителем FITC. Изменения в мембране эрит-
роцитов оценивали при кратковременном (1 ч) и
длительном (24 ч) воздействии глицерина и ПЭГ на
клетки, что позволяет идентифицировать возмож-
ность даже незначительных нарушений исследуемо-
го параметра, поскольку с течением времени слабо-
выраженные тенденции трансформируются в опре-
деляемые структурные перестройки.

В присутствии глицерина изменений асиммет-
ричного распределения ФС не наблюдали на протяже-
нии 24 ч инкубации, а количество клеток, связываю-
щих аннексин, не отличалось от контрольных значе-
ний в соответствующие периоды времени (рис. 1б, г).
Экзоцеллюлярный ПЭГ даже при кратковременном
контакте с эритроцитами оказывал существенное
влияние на распределение ФС в бислое (рис. 1в, г).

При этом количество клеток, связывающих аннек-
син V-FITC, увеличивалось с течением времени (до
24 ч), но не так быстро, как на протяжении 1 ч инку-
бации. Таким образом, результаты влияния глице-
рина и ПЭГ на регуляцию трансбислойного распре-
деления ФС в мембране эритроцитов существенно
различаются.

Нарушения асимметричного распределения ФС в
мембране обусловлены изменениями активностей
скрамблаз и флипаз. Для оценки роли флипаз, ис-
пользующих АТФ в качестве источника энергии для
переноса молекул, в дезорганизации липидной
асимметрии в мембране эритроцитов под действием
КПА можно использовать ванадат, который в неспе-
цифичной манере блокирует АТФазные реакции,
лежащие в основе функционирования данного типа
транслоказ (Segawa et al., 2016). Инкубация эритро-
цитов, обработанных ванадатом, в среде Рингера в
течение 1 ч не вызывала увеличения доли клеток,
связывающих аннексин (повышение от 0.5 ± 0.2% до
0.8 ± 0.3%, Р > 0.05) (рис. 2а, г). Аналогичные резуль-
таты были получены при инкубации эритроцитов,
обработанных ванадатом, в присутствии глицерина
на протяжении 1 ч (рис. 2б, г), что подтверждает их
способность к поддержанию трансмембранной
асимметрии ФС.

Инкубация эритроцитов, обработанных ванада-
том, в присутствии ПЭГ сопровождалась значитель-
ным увеличением экстернализации ФС (рис. 2в, г)
по отношению к клеткам, не подвергавшимся такой
обработке (см. рис. 1в, г). Следовательно, несмотря
на нарушение распределения ФС в бислое эритро-
цитов под влиянием ПЭГ, активность флипаз ока-
зывает этому существенное противодействие, по-
скольку ингибирование АТФ-зависимых реакций в
эритроцитах увеличивает количество клеток с экс-
тернализованным ФС в 2 раза. Следовательно, в
присутствии ПЭГ наблюдается неполное ингибиро-
вание флипаз, активность которых в значительной
степени зависит от уровня Са2+.

Нагрузка клеток ионами Са2+ с помощью ионо-
фора А23187 позволяет оценить особенности функ-
ционирования липид-транспортирующих систем в
мембранах эритроцитов в присутствии КПА, по-
скольку рост [Са2+]in является одним из наиболее
изученных триггеров экстернализация ФС. Как вид-
но из представленных данных (рис. 3а–в), в резуль-
тате повышения уровня Са2+ количество эритроци-
тов, связывающих аннексин V, увеличивалось как
при инкубировании в растворе Рингера, так и сре-
дах, содержащих КПА, но диапазон изменений за-
висел от типа среды.

В присутствии глицерина экстернализация ФС в
эритроцитах, предварительно нагруженных Ca2+,
была идентична той, которую наблюдали в клетках,
инкубированных в растворе Рингера (рис. 3а, б, г).
Данный факт характеризует отсутствие изменений
базовых активностей транслоказ, контролирующих
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Рис. 1. Экстернализация фосфатидилсерина (ФС) в эритроцитах человека при инкубации их в течение 1 и 24 ч в присутствии
криопротекторных агентов (КПА). Гистограммы распределения интенсивности флуоресценции (ИФ) эритроцитов, мечен-
ных аннексин V-FITC, после инкубации в течение 1 ч: а – в растворе Рингера, б, в – в среде, содержащей соответственно гли-
церин и полиэтиленгликоль 1500 (ПЭГ); г – доля эритроцитов, связывающих аннексин V-FITC, после инкубации в растворе
Рингера (столбец 1) и среде, содержащей глицерин (столбец 2) или ПЭГ (столбец 3). Здесь и на рис. 2, 3: а–в – типичные (по-
вторяющиеся) результаты эксперимента, проточная цитометрия; аннексин V-FITC – аннексин V, конъюгированный с FITC;
данные представлены в виде средних значений (М) и стандартных отклонений (вертикальные отрезки), n = 4.

M1

550

0
100

a

Ч
ис

ло
 к

ле
то

к

ИФ, усл. ед.

M2

101 102 103 104

M1

550

0
100

в

Ч
ис

ло
 к

ле
то

к

ИФ, усл. ед.

M2

101 102 103 104

M1

550

0
100

б

Ч
ис

ло
 к

ле
то

к

ИФ, усл. ед.

M2

101 102 103 104

г
50

20
30
40

10
0 1

Д
ол

я 
кл

ет
ок

, %
1ч 24ч
2 3 1 2 3

Рис. 2. Влияние ингибирования ATP-зависимых реакций на асимметричное распределение ФС в эритроцитах человека при
инкубации их в присутствии КПА в течение 1 ч. Гистограммы распределения ИФ аннексин V-FITC-меченных эритроцитов,
предварительно обработанных ванадатом (1 мМ), при инкубации в растворе Рингера (а) и среде, содержащей глицерин (б)
или ПЭГ (в); г – доля аннексин V-FITC-меченных эритроцитов, предварительно обработанных 1 мМ ванадатом, при инку-
бации в растворе Рингера (столбец 1) и среде, содержащей глицерин (столбец 2) или ПЭГ (столбец 3).
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асимметрию распределения ФС в эритроцитах в
присутствии глицерина. В Ca2+-нагруженых эритро-
цитах, инкубированных в присутствии ПЭГ, экстер-
нализация ФС была выше (рис. 3в, г) чем в клетках,
обработанных ванадатом. Однако прирост в абсолют-
ных значениях не был таким значительным, как в
случае клеток, инкубированных в растворе Рингера и
среде, содержащей глицерин (см. рис. 2 и 3а–в). Бо-
лее высокие показатели экстернализации ФС при
инкубации эритроцитов, нагруженных Са2+, в при-
сутствии ПЭГ свидетельствуют об усилении актив-
ности скрамблаз и (или) ингибирования флипаз,
очевидно, благодаря суммирующему эффекту дей-
ствия ионофора и высокой концентрации иона в
клетке, обусловленной влиянием ПЭГ, на актив-
ность Са2+-АТФазы (Землянских, Бабийчук, 2016) и
скорость входа Са2+ в клетки (Kucherenko, Bernhardt,
2006). Следовательно, в присутствии ПЭГ активация
скрамблаз и (или) ингибирование флипаз не дости-
гают максимальных значений, поскольку увеличе-
ние [Ca2+]in вызывает дополнительную экстернали-
зацию ФС в эритроцитах.

Таким образом, действие глицерина на эритроци-
ты не влияет на их способность контролировать асим-
метричное трансмембранное распределение ФС.
Очевидно, сохранение регуляторного баланса актив-
ностей скрамблаз и флипаз на уровне контрольных
параметров позволяет эритроцитам в присутствии
данного КПА реагировать на повышение [Са2+]in в

клетках (вызванное ионофором А23187) и блокиро-
вание АТФазных реакций (обусловленное ванада-
том) подобно нативным клеткам. Инкубация клеток
с ПЭГ способствует нарушению распределения ФС
в мембране благодаря изменениям активностей
транслоказ, контролирующих асимметрию липид-
ного бислоя. Однако увеличение количества эритро-
цитов с экспонированным на поверхности ФС под
влиянием ПЭГ при нагрузке клеток Са2+ свидетель-
ствует о том, что активация скрамблаз и (или) инги-
бирование флипаз не достигает максимальных значе-
ний. Кроме того, на это указывает существенное по-
вышение экстернализации ФС в эритроцитах в
присутствии ПЭГ при ингибировании АТФ-зависи-
мых реакций ванадатом. Действие ПЭГ на липидную
асимметрию мембран эритроцитов может быть опо-
средовано его влиянием на уровень Са2+ в клетке.

ОБСУЖДЕНИЕ

Представленные результаты продемонстрирова-
ли принципиальные отличия действия ПЭГ и глице-
рина на асимметричное распределение ФС в мем-
бране эритроцитов. Структурные перестройки, обу-
словленные перераспределением ФС, могут быть
одной из причин нестабильности клеток, криокон-
сервированных под защитой ПЭГ, в физиологиче-
ских условиях in vitro, несмотря на низкий уровень
гемолиза после размораживания.

Рис. 3. Влияние нагрузки эритроцитов ионами Ca2+ на асимметричное распределение ФС в эритроцитах человека при инку-
бации в присутствии КПА в течение 1 ч. Гистограммы распределения ИФ аннексин V-FITC-меченных эритроцитов, предва-
рительно обработанных ионофором A23187 (2 мкМ), при инкубации в растворе Рингера (а) и среде, содержащей глицерин (б)
или ПЭГ (в); г – доля аннексин V-FITC-меченных эритроцитов, предварительно обработанных A23187, при инкубации в рас-
творе Рингера (столбец 1) и в среде, содержащей глицерин (столбец 2) или ПЭГ (столбец 3).
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Экстернализация ФС обусловлена регуляторны-
ми изменениями активностей липидных транслоказ
и реализуется благодаря одновременной активации
скрамблаз и ингибированию флипаз. Использова-
ние ванадата для блокирования флипаз показало,
что инкубирование эритроцитов в присутствии гли-
церина так же, так и в среде Рингера, не вызывает
значимого увеличения количества клеток, связываю-
щих аннексин V, что, очевидно, обусловлено отсут-
ствием стимулов для скрамблинга липидов в стацио-
нарном состоянии, для которого характерна медлен-
ная скорость входа Ca2+ в клетку и низкая активность
Ca2+-АТФазы, а, следовательно, и флипаз при низ-
кой [Са2+]in. Поэтому ингибирование ванадатом
АТФазных реакций не отражается на регуляции ли-
пидной асимметрии мембран в рамках исследован-
ного периода времени.

Полученные результаты косвенно подтверждают,
что клеточные системы, контролирующие [Са2+]in в
эритроцитах в присутствие глицерина, способны
поддерживать низкий уровень Са2+, несмотря на не-
большое, но статистически значимое снижение ак-
тивности Са2+-АТФазы (Землянских, Кофанова,
2006) под влиянием глицерина в концентрации 20–
30%. Отсутствие скрамблинга ФС указывает на то, что в
данных условиях [Са2+]in не достигает уровня, необхо-
димого для активации скрамблазы (25–100 мкМ)
(Weiss et al., 2012). В результате ингибирование фли-
паз ванадатом не имеет последствий для перераспре-
деления ФС в мембране эритроцитов в присутствии
глицерина так же, как и в контроле.

Ингибирование флипаз ванадатом в эритроцитах
при инкубации в присутствии ПЭГ способствует
увеличению количества клеток с экстернализован-
ным ФС, что указывает на неполное ингибирование
их активности под влиянием КПА. Изменение
[Са2+]in в эритроцитах в присутствии ПЭГ возможно
благодаря ингибированию Ca2+-АТФазы (Землян-
ских, Бабийчук, 2016) и осмотическому сжатию, со-
провождающемуся открытием неспецифических ка-
тионных каналов (Foller et al., 2008). Несмотря на то,
что криопротекторные среды не контролируются по
уровню Са2+, т.е. не содержат определенных комбина-
ций хелаторов и ионов Са2+, источником роста [Са2+]in
могут быть следовые количества ионов, присутствую-
щие в солевых растворах на уровне 10–6–10–5 М (Patton
et al., 2004), вследствие их случайного входа через ка-
нало-подобные пути в мембранах эритроцитов
(Baunbaek, Bennekou, 2008). При этом повышение
[Са2+]in может носить локальный характер, т.е. про-
исходить в отдельных участках околомембранной
зоны (Rizzuto et al., 1993; Marsault et al., 1997). Поэто-
му активность флипаз и скрамблаз в эритроцитах в
присутствии ПЭГ может изменяться неравномерно.
Неполному ингибированию флипаз в присутствии
ПЭГ может также способствовать наличие в клетках
различных изоформ данного фермента.

Известно, что флипазы являются членами семей-
ства Р4-АТФаз (~120 кДа) (Andersen et al., 2016), ак-
тивация которых происходит при их ассоциации с
некаталитической субъединицей из семейства мем-
бранных белков CDC50 (Hankins et al., 2015). В эрит-
роцитах человека в разных пропорциях представле-
ны изоформы АТР11А, АТР11В и АТР11С (Liou et al.,
2019), которые различаются по ряду параметров: ки-
нетическим характеристикам (Km и Vmax), чувстви-
тельности к Са2+ и ванадату, а также способности к
расщеплению каспазами (Segawa et al., 2016). Возмож-
но, благодаря разнообразию их свойств и локальной
неоднородности повышения [Са2+]in некоторые фли-
пазы могут сохранять активность в эритроцитах в
присутствии ПЭГ. Кроме того, необходимо отметить,
что ванадат способствует также дополнительному
снижению активности Ca2+-АТФазы в эритроцитах,
которая сохраняется на уровне 20–30% от контроль-
ных показателей в присутствии ПЭГ (Землянских,
Бабийчук, 2016), что также может несколько увели-
чить уровень Ca2+ в клетке.

Нагрузка клеток ионами Са2+ с помощью ионо-
фора продемонстрировала отсутствие изменений в
исходном балансе активностей скрамблаз и флипаз в
эритроцитах в присутствии глицерина. Это также
указывает на способность Са2+-транспротрирующих
мембранных систем эритроцитов поддерживать уро-
вень Са2+ в клетке в присутствии данного КПА близ-
ким к диапазону физиологической нормы, посколь-
ку в противном случае дополнительная нагрузка
клеток Са2+ на фоне более высоких значений [Са2+]in
привела бы к пропорциональному увеличению экс-
тернализации ФС относительно контрольных пара-
метров. Об этом свидетельствует корреляционная
зависимость между ингибированием активности
флипаз и увеличением уровня Са2+ в клетках при ва-
рьировании концентраций ионофора А23187 (Ko-
renaga et al., 1993). В то же время более высокие по-
казатели экстернализации ФС при инкубации эрит-
роцитов, нагруженных Са2+, в присутствии ПЭГ в
сравнении раствором Рингера и глицерин-содержа-
щей средой, по-видимому, обусловлены кумулятив-
ным эффектом ионофора и высокой концентрации
иона в клетке, обусловленной влиянием ПЭГ на ак-
тивность Са2+-транспортирующих систем (Kuche-
renko, Bernhardt, 2006; Землянских, Бабийчук, 2016).

Изменения в функционировании различных
мембранных компонентов, связанные с перераспре-
делением ФС в бислое, могут привести к нарушению
целостности клеток и нарастанию гемолиза с тече-
нием времени после возвращения криоконсервиро-
ванных эритроцитов в условия активного метаболизма.
Здесь важно отметить, что механическая стабильность
мембран в известной мере зависит от взаимодействия
цитоскелета с ФС при его асимметричном распределе-
нии (Manno et al., 2002). В частности, сайты высокоаф-
финного взаимодействия выявлены в 8 из 38 тройных
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спиральных структурных повторов спектрина, состав-
ляющих основную часть α- и β-цепей этого цитоске-
летного белка, а также в негомологичном N-конце-
вом домене β-цепи (An et al., 2004).

Непосредственная близость сайтов связывания
ФС в β-спектрине от участков присоединения анки-
рина и белка полосы 4.1, опосредующих его ассоциа-
цию с интегральными белками, позволяет предполо-
жить, что взаимодействие спектрина с ФС модулиру-
ет его контакты с другими белковыми компонентами
и (или) способствует образованию липидных доме-
нов, обогащенных ФС. Кроме того, в мембране эрит-
роцитов выявлен сложный характер взаимодействия
ФС с белком полосы 4.1 (An et al., 2001), который мо-
жет образовывать контакты не только с головной
группой ФС через положительно заряженные ами-
нокислоты, но и формировать плотное гидрофобное
взаимодействие с остатками жирных кислот ФС.
При этом ассоциация белка полосы 4.1 с ацильными
цепями влияет на его способность взаимодейство-
вать с кальмодулином, белком полосы 3 и гликофо-
рином C. Следовательно, при нарушении липидной
асимметрии изменения характера взаимодействий
спектрина и белка полосы 4.1 с ФС могут способ-
ствовать перераспределению белок-белковых взаи-
модействий в мембрано-цитоскелетном комплексе
и изменению его стабильности, как в условиях
стресса, так и при переносе криоконсервированных
клеток в физиологические условия.

Кроме того, нарушение липидной асимметрии
сопровождается дисбалансом физических характе-
ристик внешнего и внутреннего слоев мембраны и
ведет к изменению параметров натяжения, способ-
ствуя деформации мембраны или инвагинации с от-
делением везикул (Devaux et al., 2008). Потеря мем-
бранного материала и деформационные процессы
также могут быть существенными факторами, влия-
ющими на стабильность клеток при криоконсерви-
ровании и последующем их возвращении в физио-
логические условия.

Поиск путей к блокированию нарушений липид-
ной асимметрии мембран эритроцитов может быть
своеобразным инструментом для улучшения кон-
сервирующих сред, основанных на экзоцеллюляр-
ных КПА. В настоящее время известны многочис-
ленные стимулы нарушения асимметричного рас-
пределения ФС в мембране эритроцитов (Lang,
Lang, 2015), но механизм их реализации может во-
влекать различные промежуточные схемы, включа-
ющие активацию каналов, протеинкиназ, фосфоли-
паз, эндопептидаз и других клеточных компонентов,
которые во многом сопутствуют или запускают по-
вышение [Са2+]in (Lang, Lang, 2015). Кроме того,
установлены также и ингибиторы, тормозящие или
блокирующие развитие экстернализации ФС, в чис-
ло которых входят антиоксиданты, катехоламины,
ингибиторы эндопептидаз, нитропруссид натрия
(донор NO) и целый ряд других фармацевтических

веществ (Lang , Lang, 2015), которые могут быть ис-
пользованы для коррекции структурных перестроек
мембранных липидов. Однако выбор того или иного
соединения для биохимической стабилизации мем-
бран эритроцитов путем блокирования экстернали-
зации ФС в присутствии экзоцеллюлярного КПА
должен быть основан на детальном понимании ме-
ханизма нарушения липидной асимметрии, кото-
рый может включать дополнительные регуляторные
звенья. Тем не менее, учитывая определяющую роль
[Са2+]in в развитии нарушений распределения ФС,
использование фармацевтически приемлемых инги-
биторов Са2+ и антиоксидантов может быть первым
шагом для изучения возможностей блокирования
негативных процессов, связанных с экстернализа-
цией ФС в эритроцитах в присутствии экзоцеллю-
лярного КПА.
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REGULATION OF THE ASYMMETRIC LIPID DISTRIBUTION IN THE HUMAN 
ERYTHROCYTE MEMBRANE AT GLYCEROL AND POLYETHYLENE 

GLYCOL EFFECTS
N. G. Zemlianskykh*

Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine of the National Academy of Sciences of Ukraine, Kharkiv, 61016 Ukraine
*e-mail: nzemliansky@gmail.com

Cryoprotective agents (CPAs) used to protect erythrocytes during freezing can affect the structural and functional
parameters of the membrane, which have an impact on cell viability. The aim of the study was to examine the effect
of glycerol and PEG on the externalization of phosphatidylserine (PS) on the surface of erythrocytes, as well as to
determine the role of Ca2+ ions and ATP-dependent processes in the regulation of transmembrane lipid asymmetry
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at CPA presence. It was revealed that glycerol effect on erythrocytes does not lead to PS externalization. Maintaining
the activity of scramblases and flipases in erythrocytes at glycerol presence at the level of control parameters allows
them to respond similar to native cells to an increase in [Ca2+]in caused by the ionophore A23187 and blocking of
ATPase reactions caused by vanadate. The PEG effect contributes to the disruption of the PS distribution in the
membrane due to changes in the activity of lipid translocases. However activation of scramblases and/or inhibition
of f lipases under the PEG effect does not reach maximum values, as attested by an increase in the amount of eryth-
rocytes with externalized PS under cell loading with Ca2+ by ionophore and inhibition of ATP-dependent reactions
by vanadate. The PEG effect on the lipid asymmetry of erythrocyte membranes is obviously mediated by its impact
on the Ca2+ level in the cells. Disturbance of the membrane structure parameters due to the PS redistribution at the
presence of PEG that distinguish it from the glycerol effect can cause instability of cryopreserved erythrocytes under
physiological conditions in vitro.

Keywords: erythrocyte, membrane, phosphatidylserine, calcium, glycerol, polyethylene glycol, cryoprotective agent
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