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У роботі показано, що в умовах гіпертонічного стресу початковий рівень по-
шкодження еритроцитів досліджуваних видів ссавців значно відрізняється. Рівень 
лізису еритроцитів людини в 4,0 моль/л NaCl за 37 °С становить 90 %, клітин бика – 
80 %, коня – 60 %. Зниження температури середовища до 0 °С істотно підвищує стій-
кість еритроцитів людини, бика і коня до гіпертонічного стресу.

Показано, що чутливість еритроцитів ссавців до гіпертонічного стресу за 37 °С 
після обробки фенілгідразином залежить від видової приналежності клітин. При цьо-
му чутливість модифікованих еритроцитів людини і бика знижується, а еритроцитів 
коня – зростає. Чутливість еритроцитів кроля після модифікації вірогідно не зміню-
ється. В умовах гіпертонічного стресу за температури 0 °С спостерігається підвищен-
ня рівня ушкодження модифікованих еритроцитів усіх досліджуваних видів ссавців.

Встановлено, що трифторперазин і додецил-β,D-мальтозид виявляють високу 
захисну дію в умовах гіпертонічного стресу еритроцитів усіх досліджуваних видів 
ссавців, за винятком еритроцитів кролика. Трифторперазин має трохи вищу антигемо-
літичну активність (близько 80–90 %), ніж додецил-β,D-мальтозид (70 %). Зниження 
температури експерименту до 0 °С зумовлює зменшення антигемолітичної активності 
трифторперазину і додецил-β,D-мальтозиду.

Показано, що в умовах гіпертонічного стресу антигемолітична активність 
амфіфільних сполук після модифікації еритроцитів ссавців фенілгідразином суттєво 
знижується.

Ключові слова: гіпертонічний стрес, фенілгідразин, амфіфільні сполуки, 
еритроцити ссавців

Гіпертонічний стрес (ГС) – це модель, яку використовують з метою вивчення одного 
з основних чинників ушкодження клітин під час заморожування, а саме впливу високо-
концентрованих розчинів солей, що утворюються в результаті кристалізації води у про-
цесі кріоконсервування. Здійснюють ГС шляхом перенесення еритроцитів у гіпертонічне 
середовище за постійних значень температури, в результаті чого спостерігається пошко-
дження клітин.

Одним зі способів підвищення стійкості еритроцитів до зміни осмотичних умов се-
редовища є застосування різних модифікаторів цитоскелету і мембрани клітини. Відомо, 
що обробка еритроцитів людини фенілгідразином призводить до деградації цитоскелет-
мембранних білків і, в першу чергу, основного цитоскелетного білка спектрину [7, 15], а 
також змінює стан еритроцитарної мембрани [6, 22]. Застосування амфіфільних сполук 
має значний модифікуючий вплив на клітинну мембрану [3–4, 24].

Відомо, що еритроцити досліджуваних ссавців значною мірою розрізняються скла-
дом цитоскелету і мембрани [8, 21, 25]. У даній роботі ми змінювали стан цитоскелет-
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мембранного комплексу еритроцитів ссавців за допомогою фенілгідразину з метою дослі-
дити вплив даної модифікації на чутливість еритроцитів людини, коня, бика і кроля до ГС, 
а також вивчити ефективність амфіфільних сполук у зазначених умовах.

Матеріали та методи
Об’єктами дослідження були еритроцити людини, коня, бика і кроля, отримані з 

цільної крові, заготовленої на консерванті «Глюгіцир». Після видалення плазми еритро-
масу двічі відмивали центрифугуванням (за 1500 g протягом 3 хв) у 10-кратному об’ємі 
фізіологічного розчину (0,15 моль/л NaCl, 0,01 моль/л фосфатний буфер, pH 7,4). Всі се-
редовища готували на 0,01 моль/л фосфатному буфері, рН 7,4.

Для здійснення ГС клітини переносили в розчин, що містить 4,0 моль/л NaCl, на 5 
хв за температури 37 або 0 °С (кінцевий гематокрит 0,4 %). У роботі було використано не-
іонний амфіфіл додецил-b,D-мальтозид і катіонний амфіфіл трифторперазин (Calbiochem, 
США). Амфіфільні сполуки додавали в гіпертонічне середовище в ефективних концентра-
ціях перед внесенням у нього клітин [4].

Модифікацію цитоскелету еритроцитів фенілгідразином здійснювали за методикою 
[7]. Клітини в умовах постійного перемішування (гематокрит 5 %) інкубували у фізіологіч-
ному розчині (0,15 моль/л NaCl, 0,01 моль/л фосфатний буфер, pH 7,4), що містить феніл-
гідразин у концентрації 1 ммоль/л, за температури 37 °С протягом 10 хв. Потім еритроцити 
двічі відмивали фізіологічним розчином і використовували у подальшій роботі.

Кількість гемоглобіну, що вийшов у супернатант, визначали спектрофотометрично 
за довжини хвилі 543 нм. За 100 % приймали поглинання проби, в яку додавали детергент 
тритон Х-100 у концентрації 0,1 %.

Значення максимальної антигемолітичної активності (АГmax) амфіфільних сполук 
розраховували за формулою:

АГmax =       ×100 %,к – а
к

де к – значення гемолізу еритроцитів за відсутності амфіфільних речовини; а – мінімальне 
значення гемолізу еритроцитів за наявності амфіфільних речовин.

Статистичну обробку результатів проводили за допомогою ANOVA тестів і крите-
рію Манна-Уїтні [StatgraphWin]. Розбіжності між групами вважали статистично достовір-
ними за РU<0,05.

Результати і їхнє обговорення
Для вивчення гіпертонічної чутливості еритроцитів ссавців клітини переносили в 

середовище, що містить 4,0 моль/л NaCl. Відомо, що в цьому середовищі за температури 
37 °С спостерігається досить високий рівень лізису еритроцитів людини (80–90 %) [2, 4].

Видно, що в гіпертонічних умовах рівень гемолізу еритроцитів досліджуваних видів 
ссавців значно відрізняється (рис. 1). Так, рівень лізису еритроцитів людини в 4,0 моль/л 
NaCl за 37 °С становить 90 %, клітин бика – 80 %, коня – 60 %, кролика – 16 %.

За обробки клітин фенілгідразином їхня чутливість до гіпертонічного стресу за 
37 ºС залежить від видової приналежності клітин. За 37 ºС модифікація еритроцитів лю-
дини і бика фенілгідразином зумовлюють зниження чутливості даних клітин до ГС. Для 
клітин коня спостерігається протилежний ефект. У разі еритроцитів кролика чутливість 
клітин після модифікації достовірно не змінюється.

На рис. 1 представлено дані про вплив фенілгідразину на ГС еритроцитів ссавців за 
температури 0 ºС. Видно, що рівень лізису еритроцитів людини в 4,0 моль/л NaCl за 0 ºС 
становить 57 %, клітин коня – 15 %, еритроцитів бика – 7 %, клітин кролика – 21 %.
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Таким чином, за зниження температури середовища стійкість еритроцитів людини, 
бика і коня до ГС істотно зростає, що обумовлено щільнішою упаковкою мембранних 
ліпідів за низької температури, в результаті чого процеси ініціації дефектів і подальшого 
їхнього розвитку у клітинній мембрані утруднені.

Рівень пошкодження еритроцитів кроля в 4,0 моль/л NaCl не залежить від темпера-
тури, що, ймовірно, пов’язано з високою стійкістю клітин даного виду до ГС, яка може бути 
обумовлена дуже високою проникністю мембран даного виду ссавців для води [9]. Крім 
того, якщо розташувати еритроцити досліджуваних видів ссавців у порядку збільшення 
відношення ХС/ФЛ (людина – 0,31, бик – 0,31, кінь – 0,36, кролик – 0,43) [13], то видно, що 
дане відношення має зворотну кореляцію з рівнем гіпертонічного гемолізу досліджуваних 
клітин.

В умовах гіпертонічного стресу за температури 0 ºС спостерігається підвищення 
рівня гемолізу модифікованих еритроцитів усіх досліджуваних видів ссавців.

Відомо, що інкубація еритроцитів людини в розчині 1 ммоль/л фенілгідразину про-
тягом 10 хв призводить до руйнування a- і b-ланцюгів спектрину [7]. У роботі [12] мето-
дом гель-електрофорезу показано, що обробка еритроцитів фенілгідразином призводить 
до появи численних перехресних зшивок молекул спектрину, актину і білка смуги 4.1. Ін-
кубація еритроцитів із фенілгідразином викликає також денатурацію гемоглобіну й агрега-
цію білка смуги 3 в еритроцитарних мембранах [13].

Припускають, що внаслідок окислення мембранних білків фенілгідразином обме-
жується їхня рухливість, що надає мембрані жорсткості. У роботі [11] було показано, що 
фенілгідразин викликає зменшення рухливості білків мембрани в результаті зв’язування 
денатурованого фенілгідразином гемоглобіну з мембраною. Денатурований гемоглобін, пе-
реважно зв’язуючись з мембранними білками, призводить до порушення в’язко-еластичних 
властивостей мембрани. У роботі [22] методом ЕПР спектрометрії було показано, що об-
робка еритроцитів людини фенілгідразином значно зменшує плинність мембранних ліпі-
дів, причому зміни стосувалися гідрофобної частини мембрани.

Виявлені різноспрямовані зміни стійкості еритроцитів ссавців до ГС після обробки 
клітин фенілгідразином, перш за все, можливо, пов’язані з відмінностями в білковому і 
фосфоліпідному складі досліджуваних еритроцитів [8, 21, 25].

Відомо, що в еритроцитах коня немає білка смуги 4.2 [8]. В еритроцитах людини 
даний білок є основним якірним білком, який забезпечує взаємозв’язок спектрину з ци-
топлазматичним доменом білка смуги 3 [1]. Отже, відсутність даного білка цитоскелета і 
модифікація еритроцитів коня фенілгідразином може привести до істотних змін взаємодії 
білків цитоскелета з еритроцитарною мембраною, що проявляється в підвищенні рівня 
лізису модифікованих еритроцитів коня в умовах гіпертонічного стресу.

Під дією гіпертонічних розчинів у мембрані клітини ініціюються процеси, що при-
зводять до активації або зародження мембранних дефектів. Підвищення стійкості модифі-
кованих фенілгідразином еритроцитів людини і бика до гіпертонічного стресу може бути 
пов’язано з тим, що фенілгідразин сприяє підвищенню щільності упаковки мембранних 
ліпідів, а також зниженню плинності мембрани [11, 20], що, ймовірно, ускладнює процеси 
зародження дефектів і подальшого їхнього розвитку. Крім того, таке зниження чутливості 
модифікованих еритроцитів людини і бика до гіпертонічного впливу може бути обумовле-
но частковою полімеризацією білків цитоскелета й гемоглобіну під впливом фенілгідра-
зину [7], в результаті чого підвищується в’язкість цитоплазми клітини, що робить її більш 
стійкою до гіпертонічного стресу.
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За зниження температури середовища інкубації до 0 ºС модифікація еритроцитів 
усіх досліджуваних ссавців приводила до зниження їхньої стійкості до гіпертонічного 
впливу. Це може бути пов’язано з односпрямованою дією на клітину низької температури і 
фенілгідразину, а саме, зниженням плинності мембрани, підвищенням щільності упаковки 
мембранних ліпідів, а також зміною стану цитоскелета [1, 22]. Таким чином, за поєднання 
дії цих двох факторів у клітині відбуваються настільки сильні зміни, що вона втрачає здат-
ність протистояти стресовим факторам.

Для вивчення впливу амфіфільних речовин на гіпертонічний стрес еритроцитів 
ссавців було отримано залежності гіпертонічного гемолізу клітин у середовищі, що містить 
4,0 моль/л NaCl, від концентрації амфіфілів за 37 і 0 °С. У даній роботі використовували 
амфіфільні сполуки, що належать до різних класів поверхнево-активних речовин. Катіонні 
амфіфіли представлені похідним фенотіазину, трифторперазином (ТФП), неіонні амфіфі-
ли – додецил-β, D-мальтозидом (ДМ).

Із отриманих залежностей рівня гемолізу від концентрації амфіфільної сполуки в 
середовищі інкубації було встановлено ефективні концентрації та розраховано антигемо-
літичну активність речовин в умовах ГС еритроцитів ссавців. Результати досліджень пред-
ставлено в таблиці.

Значення максимальної антигемолітичної активності й ефективних концентрацій 
амфіфільних сполук за гіпертонічного стресу еритроцитів ссавців у середовищі, 

що містить 4,0 моль/л NaCl, за температури 37 і 0 °С (M±m, n=6)

Ссавці
АГ макс, % САГмакс, мкмоль/л

ДМ ТФП ДМ ТФП
37 °С 0 °С 37 °С 0 °С 37 °С 0 °С 37 °С 0 °С

Людина 72±4 51±8 93±7 40±8 8±1 2±1 55±6 25±6
Кінь 72±4 16±4 84±5 79±6 9±1 − 40±5 20±3
Бик 70±4 − 84±6 − 14±3 − 50±3 −
Кролик − − − − − − − −

З таблиці видно, що за температури 37 °С ТФП має високу захисну дію в умовах 
ГС еритроцитів людини, коня та бика (близько 80–90 %). ДМ проявляє трохи меншу анти-
гемолітичну активність (70 %) щодо всіх досліджуваних об’єктів, за винятком еритроцитів 
кролика.

Відсутність захисної дії амфіфільних сполук щодо еритроцитів кролика може бути 
пов’язана з високим вмістом холестеролу в мембранах еритроцитів даного виду [26], що 
ускладнює реорганізацію мембрани за вбудовування у неї амфіфілів.

Відомо, що амфіфільні сполуки підвищують стійкість еритроцитів людини до різ-
них стресових факторів [3–5, 24]. Вбудовування екзогенних амфіфільних молекул у плаз-
матичну мембрану еритроцитів супроводжується реорганізацією мембрани в результаті 
асиметричного вбудовування амфіфільних молекул у зовнішній і внутрішній моношари 
мембрани та перерозподілу ліпідів усередині одного і між двома моношарами мембрани 
[14, 16–18]. Багато досліджень [10, 23] показали, що амфіфіли впливають на трансбіша-
ровий рух мембранних фосфоліпідів (фліп-флоп), тим самим викликаючи реорганізацію 
(пертурбацію) бішару. Отже, в основі захисної дії амфіфільних сполук може лежати їхня 
здатність вбудовуватися в еритроцитарну мембрану і пертурбувати її, що і запобігає розви-
ткові гемолітичних пор.

За зниження температури середовища інкубації до 0 °С антигемолітична активність 
ТФП і ДМ в умовах ГС еритроцитів ссавців значно знижується, що може бути обумовлено 
ущільненням структури мембрани і зниженням дифузійної рухливості її компонентів за 
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низької температури, що призводить до зниження пертурбуючої дії амфіфілів і проявляєть-
ся у зменшенні антигемолітичної активності речовин.

На рис. 2 представлено значення максимальної антигемолітичної активності ДМ в 
умовах ГС нативних і модифікованих фенілгідразином еритроцитів ссавців за 37 і 0 ºС. 
Для еритроцитів бика представлено результати, отримані тільки за 37 ºС, тому що за 0 ºС 
початковий рівень гемолізу клітин дуже низький. З таким низьким рівнем пошкодження 
клітин перевірити антигемолітичну активність амфіфільних речовин неможливо. Видно, 
що обробка клітин людини, коня і бика фенілгідразином призводить до зниження захисної 
дії ДМ в умовах ГС.

Значення максимальної антигемолітичної активності ТФП для модифікованих ери-
троцитів ссавців представлено на рис. 3. Модифікація еритроцитів ссавців фенілгідрази-
ном різко знижує здатність ТФП захищати клітини від ушкодження в 4,0 моль/л NaCl.

Зменшення антигемолітичної активності речовин у результаті модифікації еритро-
цитів ссавців фенілгідразином, імовірно, обумовлено зниженням плинності мембранних 
ліпідів під дією фенілгідразину. В таких умовах амфіфільним сполукам складніше вбуду-
ватися і пертурбувати плазматичну мембрану, що призводить до зниження ефективності 
ДМ і ТФП.

Таким чином, можна зробити висновок, що еритроцити ссавців значно відрізня-
ються за чутливістю до ГС, що, на нашу думку, обумовлено відмінностями у складі їхніх 
мембран, а також проникністю мембрани для молекул води. Антигемолітична активність 
амфіфільних сполук зменшується в умовах ГС як за низької температури (0 °С), так і за 
модифікації еритроцитів ссавців фенілгідразином. В обох випадках показано зниження 
плинності еритроцитарних мембран [1, 22]. Це, ймовірно, призводить до зменшення здат-
ності амфіфільних речовин вбудовуватися в мембрану і пертурбувати її, в результаті чого 
знижується їхня захисна дія.
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In the research work the initial level of erythrocyte damage of the investigated mam-
mals has been shown to be significantly differed under hypertonic conditions. The level of 
human erythrocyte lysis in 4.0 mol/l NaCl at 37 °C made 90 %, for bovine cells it was 80 % 
and 60 % for equine ones. During the medium temperature decrease down to 0 °C the resis-
tance of human, bovine and equine erythrocytes did not rise significantly. 

It has been demonstrated that sensitivity of mammalian erythrocytes to hypertonic 
stress at 37 °C after treatment with phenylhydrazine depended on the species of cells. Here-
with the sensitivity of modified bovine and human erythrocytes was reduced and the equine 
ones increased. Sensitivity of rabbit erythrocytes after modification did not change statisti-
cally and significantly. Under hypertonic stress at temperature of 0 °C the rise in the damage 
rate of modified erythrocytes of all the investigated mammal species was observed. 

Trifluoperazine and dodecyl-b,D-maltoside has been established to manifest a high 
protective effect under hypertonic stress of erythrocytes for all the studied mammal species, 
excluding the rabbit erythrocytes. Trifluoperazine  has a somewhat higher anithemolytic 
activity (about 80–90 %) if compared with dodecyl-b,D-maltoside (70 %). When decreasing 
in experiment the temperature down to 0 °C the antihemolytic activity of trifluoperazine and 
dodecyl-b,D-maltoside was strongly decreased.

It has been shown that under hypertonic stress antihemolytic activity of amphiphi-
lic compounds after modification of mammalian erythrocytes with phenylhydrazine was 
strongly decreased.

Keywords: hypertonic stress, phenylhydrazine, amphiphilic compounds, mamma-
lian erythrocytes
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