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У роботі досліджено вплив трифторперазину (ТФП) і децил-β,D-
глюкопіранозиду (ДГП) на чутливість еритроцитів людини, кролика та щура до дії 
постгіпертонічного шоку (ПГШ) за температури 0 °С.

Показано, що ТФП виявляє високу антигемолітичну активність в умовах 
ПГШ еритроцитів людини і тварин за незначних відмінностей значень ефективних 
концентрацій. Антигемолітична активність ТФП для еритроцитів людини і кролика 
становить ~60 %, а для клітин щура ефективність цієї сполуки вища приблизно в 1,4 
разу.

Значення антигемолітичної активності ДГП за умов ПГШ еритроцитів людини 
і щура сумірні та дорівнюють 62 і 66 % відповідно. Статистично значущі відмінності 
за цим параметром (72 %) встановлено для клітин кролика порівняно з еритроцитами 
людини. 

Встановлено, що за розміром плато (діапазон концентрацій амфіфільних 
речовин, у межах якого спостерігається мінімальний рівень гемолізу еритроцитів) 
катіонний ТФП і неіонний ДГП значно відрізняються. Так, ТФП має вузьке плато 
(100–200 мкмоль/л), у той час як ДГП − широке (400−1600 мкмоль/л). Крім того, 
спостерігається зміщення плато концентрацій ДГП до більш високих значень 
порівняно з ТФП, що, ймовірно, пов’язано з тим, що критична концентрація 
міцелоутворення ДГП вища за ТФП.

Показано, що за умов ПГШ еритроцитів людини обидві сполуки (ТФП і 
ДГП) виявляють сумірну антигемолітичну активність. Якщо для клітин кролика 
ДГП є ефективним порівняно з ТФП, а для клітин щура – навпаки, то ефективність 
ТФП вища за ДГП. Це може бути пов’язано з відмінностями фосфоліпідного складу 
еритроцитарних мембран ссавців.

Отримані результати свідчать, що за умов ПГШ ефективність мембранотропних 
речовин швидше за все обумовлена їхньою здатністю вбудовуватися в мембрану в місці 
формування дефектів, і в такий спосіб значно збільшувати критичний гемолітичний 
об’єм клітин, як наслідок, запобігати їхньому руйнуванню.

Ключові слова: еритроцити ссавців, постгіпертонічний шок, трифторперазин, 
децил-β,D-глюкопіранозид, постгіпертонічний гемоліз

На сьогодні актуальною проблемою є кріоконсервування клітин крові з метою їх-
нього тривалого зберігання. Запаси кріоконсервованої крові та її компонентів необхідні 
для трансфузії під час оперативних втручань і гострих крововтрат, особливо за надзвичай-
них ситуацій та військових дій [8, 10].

Для дослідження впливу на еритроцити окремих факторів кріопошкодження, які 
діють на етапах заморожування і розморожування біологічного матеріалу, застосовують 
модельні експерименти. Так, для дослідження впливу факторів кріопошкодження під час 



О. Чабаненко, Н. Єршова, Н. Орлова, Н. Шпакова 
ISSN 0206-5657. Вісник Львівського університету. Серія біологічна. 2020. Випуск 8332

заморожування клітин використовують моделі: гіпертонічний шок (ГШ) і гіпертонічний 
кріогемоліз (ГК), а під час розморожування – модель постгіпертонічного шоку (ПГШ). 
Наразі є багато робіт із вивчення особливостей розвитку ГШ і ГК еритроцитів людини і 
тварин [1, 5], у той час як модель ПГШ клітин ссавців вивчена недостатньо. 

Модель ПГШ передбачає вивчення розвитку постгіпертонічного гемолізу (ПГГ) 
еритроцитів за перенесення їх із гіпертонічних умов в ізотонічні. У гіпертонічному сере
довищі клітини внаслідок зневоднення стискаються і при подальшому поверненні їх в ізо-
тонічне середовище набухають, що призводить до розвитку ПГГ еритроцитів. Вивчення 
ПГШ еритроцитів людини показало, що деякі амфіфільні сполуки (залежно від викорис-
таної концентрації) здатні або знижувати рівень гемолізу клітин, або підвищувати його. 
Ці речовини чинять мембранотропну дію через здатність їхніх молекул вбудовуватися та 
розподілятися в еритроцитарній мембрані. Прояв їхньої антигемолітичної активності за-
лежить як від конкретної використаної речовини, так і від стану клітинної мембрани, який, 
у свою чергу, визначається фізико-хімічними факторами навколишнього середовища. Так, 
антигемолітична активність мембранотропних речовин реєструється за умов ПГШ еритро-
цитів людини із застосуванням близьконульових температур [2].

Еритроцити ссавців, які характеризуються загальним планом будови плазматичної 
мембрани, мають деякі видові особливості її складу [16]. Це дає змогу припустити відмін-
ність у прояві ефективності мембранотропних сполук за умов ПГШ цих клітин.

У зв’язку з вищевикладеним доцільно дослідити реакцію еритроцитів людини, 
щура і кролика, які характеризуються відмінностями цитоскелет-мембранного комплексу 
[16], на дію ПГШ за наявності трифторперазину і децил-β,D-глюкопіранозиду. Вибір за-
значених мембранотропних речовин обумовлений тим, що вони різні за характером транс-
мембранного розподілу в еритроцитарній мембрані: катіонний трифторперазин переважно 
вбудовується у внутрішній моношар ліпідного бішару, у той час як неіонний децил-β,D-
глюкопіранозид − у зовнішній [12].

Мета роботи: вивчити вплив трифторперазину і децил-β,D-глюкопіранозиду на 
чутливість еритроцитів людини, кролика та щура до дії постгіпертонічного шоку (0 °С).

Матеріали та методи
Для дослідження використовували еритроцити, отримані з цільної крові людини, 

щура і кролика. Кров була заготована на консерванті «Глюгіцир» («Біофарма», Україна). 
Донорську кров здорових чоловіків А (II)+ групи віком від 20 до 35 років було надано 
Харківським обласним центром служби крові. Донорами крові слугували здорові статево
зрілі самці 12-місячних кроликів і 6-місячних щурів, наданих віварієм Інституту проблем 
кріобіології і кріомедицини НАН України. Експерименти проводили відповідно до Закону 
України «Про захист тварин від жорстокого поводження» (№ 3447– IV від 21.02.2006 р.) 
із дотримання вимог Комітету з біоетики Інституту, узгоджених із положенням «Європей-
ської конвенції з захисту хребетних тварин, які використовуються в експериментальних та 
інших наукових цілях» (Страсбург, 1986). 

Еритроцити одержували методом центрифугування цільної крові за 1000 g 
упродовж 3 хв у 10-кратному об’ємі фізіологічного розчину (0,15 моль/л NaCl, 5 ммоль/л 
фосфатний буфер, pH 7,4 ) з подальшим видаленням плазми і лейкоцитарного шару. 
Постгіпертонічний шок еритроцитів здійснювали шляхом перенесення клітин у розчин, що 
містив 1,65 моль/л NaCl (середовище дегідратації), на 20 хв із подальшим перенесенням 
аліквоти у фізіологічний розчин (середовище регідратації) на 5 хв за температури 0 °С. 
Амфіфільні речовини додавали в середовище регідратації перед внесенням у нього 
клітин [2]. Кількість гемоглобіну в супернатанті визначали спектрофотометрично (λ = 543 
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нм) [15]. Кінцевий гематокрит становив 0,4 %. За 100 % приймали поглинання зразка, до 
якого додавали детергент тритон Х-100 у концентрації 0,1  %. Для оцінки ефективності 
амфіфільних сполук за умов ПГШ еритроцитів використовували поняття максимальної 
антигемолітичної активності, плато й ефективних концентрацій. Антигемолітичну 
активність (АГ) амфіфілу виражали як відсоток зниження гемолізу клітин за наявності 
речовин щодо гемолізу у пробі, яка не містить даної сполуки. Плато визначали як 
діапазон концентрацій амфіфільних речовин, у межах якого спостерігається мінімальний 
рівень гемолізу еритроцитів, а ефективну концентрацію – як концентрацію речовини, що 
відповідає середині плато. 

У роботі використовували такі реактиви: трифторперазин («Sigma», США), 
децил-β,D-глюкопіранозид («Calbiochem», США), тритон Х-100 («Serva» Німеччина) 
і реактиви вітчизняного виробництва кваліфікації «хч» і «чда». Усі середовища були 
приготовані на фосфатному буфері (5 ммоль/л, pH 7,4).

Статистичну обробку отриманих експериментальних результатів проводили за до-
помогою програми «Statistica 6.0» (StatSoft Inc., США). Експериментальні дані представле-
ні як медіана результатів (Ме) і ступінь розсіювання у вигляді інтерквартильного інтервалу 
(Q1–Q3). Для перевірки статистичної значущості відмінностей досліджуваних числових 
показників використовували критерій Вілкоксона. Відмінності вважали значущими за 
р<0,05.

Результати і їхнє обговорення
Еритроцити ссавців, перенесені з гіпертонічних середовищ до фізіологічного 

розчину, лізують [2, 13]. Слід зазначити, що рівень ПГГ еритроцитів залежить від умов 
проведення етапу дегідратації ПГШ, а саме від осмоляльності середовища і тривалості 
інкубування в ньому. Оскільки робота спрямована на вивчення впливу мембранотропних 
речовин на ПГШ еритроцитів, то рівень ПГГ еритроцитів має бути, з одного боку, досить 
високим, а з іншого − не перевищувати 70 %. Саме тому під час проведення ПГШ еритроцити 
ссавців переносили зі середовища, що містить 1,65 моль/л NaCl, у фізіологічний розчин 
(0,15 моль/л NaCl).

Як видно з рис. 1 і 2, рівень гемолізу еритроцитів людини і тварин за умов ПГШ 
перебуває у діапазоні 60−70 %. 

Представлені на рис. 1 і 2 залежності гемолізу від концентрації трифторперазину 
(ТФП) (рис. 1) або децил-β,D-глюкопіранозиду (ДГП) (рис. 2) характеризуються наявністю 
трьох ділянок. Спочатку з ростом концентрації амфіфільних сполук спостерігається зни-
ження рівня ПГГ еритроцитів ссавців, потім за досягнення мінімального значення рівень 
гемолізу не змінюється і з подальшим підвищенням концентрації амфіфілу відбувається 
збільшення гемолізу клітин до значень, які перевищують вихідний рівень. 

Звертає на себе увагу, що ТФП і ДГП значно відрізняються за розміром плато 
концентрацій (діапазон концентрацій амфіфільних речовин, у межах яких спостерігається 
мінімальний рівень гемолізу еритроцитів). Так, ТФП має вузьке плато (100−200 мкмоль/л), 
в той час як ДГП − широке (400−1600 мкмоль/л).

Із представлених залежностей рівня гемолізу еритроцитів від концентрації 
досліджуваних речовин (див. рис. 1 і 2) було визначено ефективні концентрації речовин і 
розраховано величини антигемолітичної активності, які наведені в табл. 1 і 2.

Це необхідно, з одного боку, для порівняльної кількісної оцінки ефективності 
катіонного ТФП і неіонного ДГП за умов ПГШ еритроцитів ссавців, а з іншого боку, 
для порівняльного аналізу видових особливостей прояву антигемолітичної активності 
мембранотропних сполук.
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Рис.  1. Залежність рівня постгіпертонічного гемолізу 
еритроцитів людини (а), кролика (б) і щура (в) 
від концентрації трифторперазину в середовищі 
регідратації (0 °С). Примітка: * – статистично 
значущі відмінності порівняно з даними за 
відсутності ТФП (р<0,05)

Рис.  2. Залежність рівня постгіпертонічного гемолізу 
еритроцитів людини (а), кролика (б) і щура (в) 
від концентрації децил-β,D-глюкопіранозиду в 
середовищі регідратації (0 °С). Примітка: * – 
статистично значущі відмінності порівняно з 
даними за відсутності ДГП (р<0,05)
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Таблиця 1
Значення максимальної антигемолітичної активності (АГмакс) та ефективних концентрацій 

(САГмакс) трифторперазину в умовах ПГШ еритроцитів ссавців за 0 °С  
(Ме − медіана, Q1-Q3 − інтерквартильний інтервал, n=7)

Еритроцити Людина Кролик Щур

АГмакс, %
60

(45–77)
55

(50–58)
84*#

(81–89)
САГмакс., мкмоль/л 150 150 175

Примітка: *,# − статистично значущі відмінності порівняно з еритроцитами людини і кролика 
відповідно (р<0,05)

З табл. 1 видно, що ТФП виявляє досить високу АГ активність за умов ПГШ 
еритроцитів людини і тварин за незначних відмінностей ефективних концентрацій. 
Величини АГ активності ТФП для еритроцитів людини і кролика подібні, на відміну від 
клітин щура, для яких ефективність ТФП вища приблизно в 1,4 разу.

Таблиця 2
Значення максимальної антигемолітичної активності (АГмакс) і ефективних концентрацій 

(САГмакс) децил-β,D-глюкопіранозиду в умовах ПГШ еритроцитів ссавців за 0 °С 
(Ме − медіана, Q1-Q3 − інтерквартильний інтервал, n=7)

Еритроцити Людина Кролик Щур

АГмакс, %
62

(61–70)
72*

(72–75)
66

(63–75)
САГмакс., мкмоль/л 1000 1000 800

Примітка: * − статистично значущі відмінності порівняно з еритроцитами людини (р<0,05)
Результати, представлені в табл. 2, свідчать, що за умов ПГШ еритроцитів ссавців 

значення антигемолітичної активності неіонного ДГП для еритроцитів людини і щура пе-
ребувають приблизно на одному рівні, у той час як для клітин кролика виявлено невеликі, 
але статистично значущі відмінності порівняно з еритроцитами людини.

Пошкодження еритроцитів за умов ПГШ на етапі дегідратації еритроцитів 
пов’язують із формуванням трансмембранних дефектів, які збільшуються до розміру ге-
молітичних пор під час повернення клітин у середовище регідратації. У момент дії стре-
сового фактора (у нашому випадку різке зниження осмоляльності середовища) амфіфільні 
молекули, наявні в середовищі регідратації, вбудовуються і розподіляються у мембрані, 
запобігаючи при цьому розвиткові трансмембранних дефектів. Той факт, що ефективні 
концентрації мембранотропних речовин за умов ПГШ вищі від аналогічних показників за 
умов ГШ і ГК (в 5–10 разів) [4], дає змогу припустити наявність іншого механізму дії амфі-
філів. Ефект мембранотропних речовин за умов ГШ і ГК пов’язують із розупорядкуванням 
мембрани, що запобігає росту трансмембранних дефектів до розміру гемолітичних пор [3, 
9, 14]. За умов ПГШ ефективність речовин, швидше за все, обумовлена їхньою здатністю 
вбудовуватись у мембрану в місці формування дефектів і в такий спосіб значно збільшу-
вати критичний гемолітичний об’єм клітин, як наслідок, запобігати їхньому руйнуванню.

Трифторперазин і децил-β,D-глюкопіранозид, незалежно від характеру їхнього 
трансмембранного розподілу, знижують рівень ПГГ еритроцитів людини і тварин (див. 
рис. 1 і 2). Для всіх ссавців розмір плато і, як наслідок, значення ефективних концентрацій 
ТФП і ДГП суттєво відрізняються. В усіх випадках спостерігається зміщення плато кон-
центрацій ДГП до більш високих значень (порівняно з ТФП). Мабуть, це пов’язано з тим, 
що значення критичної концентрації міцелоутворення ДГП вище (2200 мкмоль/л) [6], ніж 
ТФП (42 мкмоль/л) [11].
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Як показано в нашій роботі, катіонний ТФП і неіонний ДГП проявляють сумірний 
АГ ефект за умов ПГШ еритроцитів людини. У той же час для клітин кролика ДГП виявляє 
більшу ефективність порівняно з ТФП, а для клітин щура – навпаки, ефективність ТФП 
вища за ДГП. Це може бути пов’язано з відмінностями фосфоліпідного складу еритроци-
тарних мембран ссавців.

Використані в роботі мембранотропні речовини належать до різних класів поверх-
нево-активних речовин: катіонний ТФП і неіонний ДГП. Молекули ТФП, вбудовуючись 
у ліпідний бішар, переважно розподіляються у внутрішньому моношарі мембрани, що 
викликає трансформацію еритроцитів за типом дискоцит-стоматоцит. У свою чергу, ДГП 
локалізується в зовнішньому моношарі, що проявляється у збільшенні ознак ехіноцитозу 
клітин [12].

За умов ПГШ і за використання катіонного ТФП максимально протектуються клітини 
щура. Виявлений ефект може бути обумовлений здатністю еритроцитарних мембран щура 
зв’язувати більшу кількість молекул ТФП. Позитивно заряджені амфіфільні молекули ТФП 
під час вбудовування в мембрану взаємодіють із негативно зарядженими фосфоліпідами, що 
містяться у внутрішньому моношарі мембрани. Однак результати роботи Virtanen J.A. et al. 
[16] свідчать, що за сумарним вмістом негативно заряджених фосфоліпідів мембрани щура 
не відрізняються від клітин людини і кролика. Можна припустити, що місця зв’язування 
молекул ТФП не обмежуються тільки зазначеними фосфоліпідами. На цю роль можуть 
претендувати холіновмісні фосфоліпіди внутрішнього моношару мембрани. На користь 
цього припущення свідчать дані роботи Hendrich et al. [7], в якій показано, що ТФП може 
взаємодіяти з ліпосомами, що містять фосфатидилхолін (ФХ) з утворенням доменів. У 
роботі [16] відзначається, що ФХ, який в основному міститься в зовнішньому моношарі, 
частково представлений і у внутрішній частині ліпідного бішару. Зокрема, частка ФХ у 
внутрішньому моношарі еритроцитів щура вища в 1,2–1,4 разу порівняно з клітинами 
людини і кролика.

Таким чином, незалежно від фізико-хімічних властивостей, ТФП і ДГП виявляють 
високу антигемолітичну активність в умовах ПГШ еритроцитів людини, кролика та щура за 
0 °С. Так, антигемолітична активність позитивно зарядженого ТФП становить близько 60 % 
для еритроцитів людини і кролика та 84 % – для клітин щура. Значення антигемолітичної 
активності негативно зарядженого ДГП перебуває в діапазоні 60–70  % для еритроцитів 
людини і тварин. За умов ПГШ еритроцитів ссавців для клітин щура більш ефективним 
виявився катіонний ТФП (за показником антигемолітичної активності), тоді як для клітин 
кролика – неіонний ДГП.
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ON THE SENSITIVITY OF MAMMALIAN ERYTHROCYTES 
TO THE POSTHYPERTONIC SHOCK ACTION
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The effect of cationic trifluoperazine (TFP) and nonionic decyl-β,D-glucopyrano-
side (DGP) on the sensitivity of human, rabbit and rat erythrocytes to the action of post-
hypertonic shock (PHS) at 0 °C was studied in this research. Trifluoperazine shows a high 
antihemolytic activity under conditions of PHS of human and animal erythrocytes at slight 
differences of values of effective concentrations. The value of antihemolytic activity of TFP 
for human and rabbit erythrocytes is ~ 60 %, and for rat cells the efficiency of this compound 
is approximately 1.4 times higher.

The values of antihemolytic activity of DGP under PHS conditions of human and rat 
erythrocytes are comparable and amounts to 62 and 66 %, respectively. Significant differen
ces of this parameter (72 %) were found for rabbit cells compared with human erythrocytes.

It was found that the size of plateau (the range of concentrations of amphiphilic 
compounds within the minimum level of erythrocyte hemolysis was observed) cationic TFP 
and nonionic DGP are significantly different. Thus, TFP has a narrow plateau (100–200 
μmol/L), while DGP has a rather wide one (400–1600 μmol/L). In addition, a shift of the pla-
teau concentrations of DGP to the region of higher values compared with TFP is observed, 
which is probably due to the fact that the value of the critical micelle concentration DGP is 
higher than TFP. Moreover, a shift of plateau concentrations of DGP to the region of higher 
values compared with TFP is observed, that is probably due to the fact that the value of the 
critical micelle concentration DGP is higher than TFP one.

It was established that under PHS conditions of human erythrocyte, both compounds 
(TFP and DGP) show a commensurate antihemolytic activity. At the same time, for rabbit 
cells, DGP is more effective compared with TFP, and for rat erythrocytes, on the contrary, 
the efficiency of TFP is higher than DGP. This may be due to differences in the phospholipid 
composition of mammalian erythrocyte membranes. The results suggest that under PHS 
conditions the efficacy of membrane-tropic compounds is most likely due to their ability to 
incorporate into membrane to the defect formation areas, and thus significantly increase the 
critical hemolytic volume of cells, as a result, prevent their destruction.

Keywords: mammalian erythrocytes, posthypertonic shock, trifluoperazine, de-
cyl-β,D-glucopyranoside, posthypertonic hemolysis

mailto:chabanenkoolena@gmail.com

	_Ref44928728
	Дунаевская_1995
	_Ref44928785
	СемионоваЧабаненко
	_Ref44928984
	Цымбал
	_Ref44928958
	Шпакова_2009_проблемы

