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Influence of Some βββββ-Blockers on Erythrocyte Hypotonic Hemolysis

 Исследовали влияние некоторых β-блокаторов на гипотонический гемолиз эритроцитов человека. Показано, что блокаторы
при увеличении их концентрации в гипотонической среде в исследованном диапазоне концентраций уменьшали степень и
скорость гемолиза. Эритроциты, предварительно обработанные блокаторами, наоборот становились более чувствительными
к гипотонической среде и утрачивали способность блокироваться в тех же условиях. Анализ показывает, что данный эффект
не может быть объяснен увеличением поверхностно-объемного отношения клеток, проницаемости мембраны для катионов и
изменением ее текучести. Предполагается, что блокирование осуществляется за счет стимуляции репарации флуктуирующих
мембранных пор, образующихся на ранней фазе гипотонического гемолиза.

Ключевые слова: эритроциты, гипотонический гемолиз, гемолитические поры, репарация, антиглаукомные препараты.
Досліджували вплив деяких β-блокаторів на гіпотонічний гемоліз еритроцитів людини. Показано, що блокатори при

збільшенні їх концентрації в гіпотонічному середовищі в дослідженому діапазоні концентрацій зменшували ступінь і швидкість
гемолізу. Еритроцити, попередньо оброблені блокаторами, навпаки ставали більш чутливими до гіпотонічного середовища і
втрачали здатність блокуватися в тих же умовах. Аналіз показує, що даний ефект не можна пояснити збільшенням поверхнево-
об’ємного відношення клітин, збільшенням проникності мембрани для катіонів та зміною ії текучості. Передбачається, що
блокування здійснюється за рахунок стимуляції репарації флуктуючих мембранних пор, що утворюються на ранній фазі
гіпотонічного гемолізу.

Ключові слова: еритроцити, гіпотонічний гемоліз, гемолітичні пори, репарація, антиглаукомні препараты.
Influence of some β-blockers on human erythrocyte hypotonic hemolysis was investigated. Hemolysis extent and rate were

shown to be inhibited as blockers concentrations increased in hypotonic medium within the concentration range studied. By contrast
red blood cells pretreated with blockers became more sensitive to hypotonicity and less sensitive to blockers under the same
conditions. The analysis shows that this effect cannot be explained by increased surface-volume ratio of cells, increased cation
permeability of membranes or changes in membrane fluidity. It is assumed that blocking effect is attributed to stimulated repair of
fluctuating membrane pores, which are formed at an earlier stage of hypotonic hemolysis.

Key words: erythrocytes, hypotonic hemolysis, hemolytic pores, repair, antiglaucoma medicines.

Явление гипотонического гемолиза эритроцитов
использовано в криобиологических исследованиях
в качестве модели повреждения клеточных
мембран, приводящего к гибели клетки. Это явле-
ние, хотя и не в чистом виде, реализуется на этапе
отогрева замороженных клеточных суспензий,
особенно в присутствии проникающих криопро-
текторов. Расшифровка механизма гипотоничес-
кого гемолиза может способствовать разработке
новых, эффективных криопротекторных сред,
которые, кроме криопротекторов содержат и дру-
гие компоненты, способствующие репарации
мембранных дефектов, возникающих в цикле
замораживание-отогрев. Известно, что многие
амфифильные соединения различной химической

The phenomenon of erythrocyte hypotonic hemo-
lysis is used in cryobiology as a model of cell mem-
brane injuries leading to cell death. This phenomenon,
though not per se, occurs when frozen cell suspensi-
ons are thawed, especially in the presence of penetrat-
ing cryoprotectants. Clarification of hypotonic hemo-
lysis mechanism can promote elaboration of novel effi-
cient cryoprotective media, which complementary to
cryoprotectants contain other components contribut-
ing to repair of membrane defects, which emerge in a
freeze-thawing cycle. Many amphiphilic substances of
different chemical nature are known to interupt hypo-
tonic hemolysis, however mechanisms of this phenom-
enon are still unclear. Earlier we found [3] that some
ophthalmological drugs being exogenous agents incor-
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природы оказывают протектирующее влияние на
гипотонический гемолиз, однако механизм этого
явления во многом остается неясным. Ранее мы
установили [3], что некоторые офтальмологичес-
кие препараты, как экзогенные агенты, встраи-
ваются в мембрану эритроцитов и изменяют их
форму, поэтому можно полагать, что они также
влияют на характеристики гипотонического гемо-
лиза.

Цель работы – исследование влияния на гипото-
нический гемолиз ряда неспецифических β-блока-
торов, аналогов простагландинов и катионного
детергента, бензалконий хлорид, которые исполь-
зуются в медицине для лечения глаукомы и ката-
ракты глаза.

Материалы и методы
Работу проводили на свежих эритроцитах

человека, которые отмывали сначала в физиоло-
гическом растворе без буфера (150 мМ NaCl), а
затем в изотоническом растворе HBS (150 мМ
NaCl, 5 мМ HEPES, pH 7,4). Полученный осадок
разводили, до конечного объема 1 мл и использо-
вали как сток-суспензию. Для изучения динамики
гипотонического гемолиза клеток использовали
двухканальный формометр-агрегометр ФА-01.
Измерения, калибровку прибора и обработку
информации проводили, как описано в [4].

В работе использовали следующие офтальмо-
логические препараты: “Timolol” (активное вещест-
во Timolol 5 мг/мл, “Фармак”, Украина), “Timohe-
xal” (активное вещество Timolol 2,5 мг/мл, “Hexal
AG”, Германия), “Xalacom” (активное вещество
Timolol 5 мг/мл, латанопрост 50 мкг/мл, “Pfizer”,
Бельгия), “Travatan” (активное вещество траво-
прост 40 мкг/мл, “Alcon-Couvreur”, Бельгия).
Поскольку препараты содержат в качестве консер-
ванта benzalkonium chloride (BzA) в концентрации
0,1–0,2 мг/мл, мы для сравнения также применяли
раствор данного реагента (“Fluka”, Германия) с
концентрацией 0,4 мг/м; cывороточный альбумин
человека и общие белки плазмы с концентрацией
50 г/л (ЗАО “Диакон-ДС”, Россия). При cтатисти-
ческой обработке данных использовали t-критерий
Стьюдента.

Результаты и обсуждение
Известно, что в средах с пониженной осмоляр-

ностью эритроциты подвергаются осмотическому
гемолизу, когда их объем достигает критического
гемолитического объема [16, 19]. На рис. 1 пока-
зана зависимость оптической плотности (ОП) сус-
пензии эритроцитов от концентрации NaCl в среде
инкубации. Эта зависимость имеет сигмоидный
вид и характеризуется монотонным уменьшением
ОП в диапазоне 150–120 мМ и последующим

porated in erythrocyte membranes and changed their
shape, that is why one can presume that they also in-
fluence hypotonic hemolysis characteristics.

The aim of the work is studying the influence of
some non-specific β-blockers, analogues of prostaglan-
dins and the cationic detergent benzalkonium chloride,
which are applied in medicine for glaucoma and cata-
ract treatment, on hypotonic hemolysis.

Materials and methods
The experiments were carried out in human eryth-

rocytes, which firstly were washed with physiological
solution without buffer (150 mM NaCl) and then with
isotonic solution HBS (150 mM NaCl, 5 mM HEPES,
pH 7.4). The obtained pellet was diluted to the final
volume of 1 ml and used as stock suspension. A dual-
channel shapemeter-aggregometer FA-01 was used for
studying hypotonic hemolysis dynamics. Calibration of
the device, measurements and processing the infor-
mation  were performed according to [4].

In the work the following ophthalmological drugs
were used: Timolol (active substance Timolol, 5 mg/ml,
Farmak, Ukraine), Timohexal (active substance
Timolol, 2.5 mg/ml, Hexal AG, Germany), Xalacom
(active substances Timolol, 5 mg/ml, Latanoprost
50mg/ml, Pfizer, Belgium), Travatan (active substance
Travoprost, 40 mg/ml, Alcon-Couvreur, Belgium). Since
the drugs contain benzalkonium chloride (BzA) as a
preservative at the concentration of 0.1–0.2 mg/ml we
used solutions of this agent (Fluka, Germany) at the
concentration of 0.4 mg/ml, human serum albumin and
plasma total proteins (CJSC Diakon-DS, Russia) at the
concentration of 50 g/l for comparison.

The data were statistically processed by the Stu-
dent t-test.

Results and discussion
It is known that in media with lowered osmolarity

red blood cells undergo osmotic hemolysis, when their
volume reaches maximal hemolytic volume [16, 19].
Dependence of erythrocyte suspension absorbance on
NaCl concentration in incubation medium is presented
in Fig. 1. The dependence is sigmoid and character-
ised by monotonous decrease in absorbance within the
range of 150–120 mM and then up to zero. Since the
absorbance is in proportion to erythrocyte concentra-
tion in suspension, its decrease in the sigmoid part re-
flects erythrocyte hemolysis. The right linear part is
likely to be associated with cells swelling due to their
transfer to medium with osmolarity less than intracel-
lular one, but its value is still insufficient to cause
hemolysis. One can assume that cells swelling reduces
absorbance by 10%, consequently, if the initial absorb-
ance is 0.3, the absorbance value, at which hemolysis
starts, is 0.26–0.27. As one can see from the graph
this corresponds to the start of the sigmoid part of the
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curve. From the average curve one can evaluate that
50% hemolysis corresponds to NaCl concentration of
87 mM, which is close to the published data (0.4–
0.55%) [5]. To study the drugs’ influence on hypot-
onic hemolysis we placed erythrocytes in the selected
by us standard hypotonic medium (75 mM NaCl, 2.5
mM HEPES), which causes normally 90% hemolysis
of cells and additionally contains different concentra-
tions of the drugs investigated. Absorbance was regis-
tered 150 sec after incorporation of red blood cells into
the appropriate medium.

The dynamic curves of hypotonic lysis are presented
in Fig. 2. The following peculiarities of the drugs’ in-
fluence on this process should be mentioned. Increas-
ing in the drugs concentrations in medium results in a
decline in the absolute value of absorbance changes,
which attests to a reduction in hemolysis level. The
curves of hypotonic hemolysis with the different drugs
differ, and these can be divided into two groups: the
first one includes the preparations BzA, Timolol and
Xalacom, which decrease hemolysis rate, but do not
prevent it within the experimental period; the second
group includes Timoxenal and Travatan, which are able
to inhibit hemolysis completely after a while. In both
cases the hemolysis kinetics becomes biphasis one con-
sisting of the first fast phase and the second slower
one. This curve profile conforms with the mechanism,
according to which the drugs affect hemolytic pore
repair after a pore emerges in membrane, which de-
termines dynamics of the second phase. The first phase
is attributed to the development of initial hypotonic
hemolysis, which proceeds in the control. It is confir-
med by the fact that a similar curve profile may be
achieved by adding the drug just after incorporation of
cells to medium (data are not presented). Increase in
NaCl concentration in hypotonic medium reduces hemo-
lysis; in this case, however, kinetic curves are not of
conspicuous biphasis pattern, which is typical for the
drugs. This attests to the fact that salts do not block
hemolysis, but enhance medium tonicity only and de-
crease swelling and injuries in the cell population, which
hemolyzes in the control. In this case hemolysis kinet-
ics maintains uniphase profile. Thus, the drugs are un-
likely to affect the emergence of elementary hemolytic
pores.

The quantitative parameter, which can be used for
evaluation of the drugs inhibiting activities, is inhibition
coefficient Kinh. It is determined by the formula

Kinh =   
 A – Acontr

  A0 – Acontr                       
(1)

where A is final absorbance in the presence of an in-
hibitor; Acontr is absorbance after termination of hypo-
tonic hemolysis for control cells in medium without in-
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Рис. 1. Зависимость ОП суспензии эритроцитов от кон-
центрации NaCl в среде инкубации. Экспериментальные
величины, полученные на крови различных доноров:

 – донор 1;  – донор 2. Сплошная линия проведена
через средние значения измеренных величин.
Fig. 1. Dependence of erythrocyte suspension absorbance
on NaCl concentration in incubation medium. Experimental
values determined for different donors' blood:  – donor 1;

 – donor 2. The solid line is drawn via the average values.
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резким падением до нуля. Поскольку ОП пропор-
циональна концентрации эритроцитов в суспензии,
ее уменьшение на сигмоидном участке отражает
гемолиз эритроцитов. Правый линейный участок,
по-видимому, связан с набуханием клеток, вслед-
ствие их переноса в среду с осмолярностью
меньше внутриклеточной, но величина ее еще
недостаточна, чтобы вызвать гемолиз. Можно
полагать, что набухание клеток уменьшает ОП на
10%, следовательно, значение ОП, с которого начи-
нается собственно гемолиз при ОП равной 0,3,
составляет приблизительно 0,26–0,27. Как видно
из графика это соответствует началу сигмоидного
участка кривой. По усредненной кривой можно
оценить, что 50%-й гемолиз соответствует кон-
центрации 87 мМ NaCl, что близко к известным
данным (0,4–0,55%) [5]. Для изучения влияния
агентов на гипотонический гемолиз эритроциты
помещали в выбранную нами стандартную
гипотоническую среду (75 мМ NaCl, 2,5 мМ
HEPES), которая в норме вызывает гемолиз около
90% клеток и дополнительно содержит разные
концентрации исследуемых агентов. Оптическую
плотность измеряли через 150 с после введения
эритроцитов в соответствующую среду.

Динамические кривые гипотонического лизиса
показаны на рис. 2. Необходимо обратить внимание
на следующие особенности влияния препаратов на
этот процесс. Увеличение их концентрации в среде



приводит к уменьшению абсолютной величины
изменения ОП, что свидетельствует о снижении
степени гемолиза клеток. Характер кривых гипото-
нического гемолиза отличается для разных препа-
ратов, их можно разделить на две группы: в первую
входят препараты BzA, “Timolol” и “Xalacom”,
которые существенно уменьшают скорость
гемолиза, но полностью его не предотвращают на
временном отрезке эксперимента, во вторую –
”Timohexal” и “Travatan”, которые способны пол-
ностью тормозить гемолиз через определенное
время. В том и другом случае кинетика гемолиза
становится бифазной, состоящей из быстрой пер-
вой фазы и более медленной второй. Такой вид
кривой отвечает механизму, согласно которому
препараты оказывают влияние на репарацию
гемолитических пор в мембране после их образо-
вания, что и определяет динамику второй фазы.
Первая фаза обусловлена развитием начального
гипотонического гемолиза, который развивается и
в контроле. Это подтверждается тем, что сходный
характер кривых можно получить при добавлении
препарата сразу же после введения клеток в среду
(данные не приведены). Увеличение концентрации
NaCl в гипотонической среде уменьшает гемолиз,
однако кинетические кривые в этом случае не
имеют выраженного бифазного вида, характерного
для препаратов. Это свидетельствует о том, что
соли не блокируют гемолиз, а лишь увеличивают
тоничность среды, и уменьшают степень набуха-
ния и повреждения той популяции клеток, которая
гемолизирует в контроле. Кинетика гемолиза при
этом сохраняет однофазный вид. Таким образом,
мало вероятно, что агенты оказывают влияние на
процесс зарождения первичных гемолитических
пор.

Количественным параметром, который можно
использовать для оценки ингибирующего влияния
препаратов, является коэффициент ингибирования
Kinh, который определяется по формуле

Kinh =   
 A – Acontr

  A0 – Acontr                       
(1)

где А – конечное значение ОП в присутствии
ингибитора; Acontr – значение ОП после завершения
гипотонического гемолиза для контрольных клеток
в среде, не содержащей ингибитора; А0 – началь-
ное значение ОП, которое клетки имеют в началь-
ный момент непосредственно перед гемолизом. Из
формулы (1) следует,  если А = Acontr, то ингибитор
не оказывает влияния на процесс и Kinh равен нулю.
Если же ингибитор полностью подавляет гемолиз
и А = А0, то Kinh равен 1 или 100%. На рис. 3 приве-
дены зависимости Kinh от концентрации препаратов,
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Рис. 2. Характерные кинетические кривые гипотоничес-
кого гемолиза эритроцитов (зависимость ОП от времени)
в зависимости от объема препаратов или 2 М раствора
NaCl, добавленных в 2 мл гипотонической среды. Объемы
препаратов, мкл: для BzA, “Travatan”, “Xalacom”, трек 1 –
1; трек 2 – 2; трек 3 – 5; трек 4 – 10. Для “Timolol”, “Timo-
hexal” трек 1 – 2, трек 2 – 5, трек 3 – 10, трек 4 – 20, для
NaCl трек 1 – 5; трек 2 – 10; трек 3 – 20; трек 4 – 40.
Каждый трек составляет 150 с. Кривая 1 на треке 1 вверху
соответствует контрольному гемолизу в среде, не
содержащей препараты.
Fig. 2. Typical kinetic curves of erythrocyte hypotonic
hemolysis (time dependence of absorbance) depending on
the volumes of drugs or 2 M NaCl solution added in 2 ml of
hypotonic medium. The drugs volumes, µl: BzA, Travatan,
Xalacom, track 1 – 1, track 2 – 2, track 3 – 5, track 4 – 10;
Timolol, Timohexal, track 1 – 2, track 2 – 5, track 3 – 10, track
4 – 20; NaCl, track 1 – 5, track 2 – 10, track 3 – 20, track 4 – 40.
Each track is 150 sec. Curve 1 in track 1 for absorbance 1
corresponds to the control hemolysis in medium without drugs.
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hibitors; A0 is initial absorbance, by which cells are
characterized immediately before hemolysis. It results
from the formula (1) that if A = Acontr the inhibitor ex-
erts no influence on the process and Kinh = 0. If the
inhibitor arrests hemolysis completely and A = A0, then
Kinh = 1 or 100%. Kinh dependences on the drugs con-
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Рис. 3. Влияние препаратов на ингибирование гипотонического гемолиза эритроцитов двух доноров.
Незаштрихованные символы соответствуют донору 1, заштрихованные – донору 2: а)   – BzA;  – “Travatan”;  –
“Xalacom”; б)  – “Timolol”;  – “Timohexal”;  – “Oftan-Timolol”.
Fig. 3. The drugs effects on inhibition of hypotonic hemolysis of erythrocytes from two donors: open symbols to donor 1,
close symbols to donor 2; a)  – BzA;  – “Travatan;  – Xalacom; b)  – Timolol;  – Timohexal;  – Oftan-Timolol.
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которые сгруппированы в соответствии с характе-
ром этой зависимости. Для препаратов BzA,
“Travatan” и “Xalacom“ (рис. 3, а) они имеют гипер-
болический вид с тенденцией к насыщению, а для
“Timolol”, “Timohexal” и “Oftan-Timolol” – линейный
(рис. 3, б). Из представленных данных видно, что
степень блокирования для разных доноров может
несколько отличаться по величине, но соотношение
между эффектом различных препаратов на ингиби-
рующую активность и характер ее зависимости
от концентрации препаратов для разных доноров
сохраняется. Следовательно, эритроциты разных
доноров могут отличаться по чувствительности к
ингибирующему влиянию исследуемых агентов.

Наиболее эффективными ингибиторами сле-
дует считать “Travatan” и “Timohexal”, которые при
максимальных используемых концентрациях
блокируют гипотонический гемолиз до 75%. Это
подтверждается кинетическими данными, (см.
рис. 2), показывающими полную остановку разви-
тия гемолитического процесса этими агентами, в
отличие от других препаратов, которые значи-
тельно уменьшают скорость гемолиза, но полнос-
тью его не предотвращают. Для объяснения воз-
можного механизма блокирования, мы построили
график зависимости Kinh от увеличения концентра-
ции NaCl в стандартной гипотонической среде. Это
изменение можно рассматривать как ингибирова-
ние, по аналогии с добавлением препаратов, хотя
понятно, что биофизические механизмы, лежащие
в их основе могут отличаться по своей природе.

centrations, which are classified according to the pat-
tern of a dependence, are presented in Fig. 3. They
are hyperbolic with a tendency towards saturation
(Fig. 3, a) for BzA and Xalacom and linear (Fig. 3, b)
for Timolol, Timohexal and Oftan-Timolol. From the
data presented one can see that though for different
donors the extent of arrest can vary, the relation be-
tween effects of the different drugs on inhibiting activ-
ity and the character of inhibiting activity dependence
on the drugs concentrations maintains. Consequently,
different donors' erythrocytes can vary by their sensi-
tivity to the inhibiting impacts of the agents studied.

The most efficient inhibitors are Travatan and Timo-
hexal, which at the maximal concentrations arrest hy-
potonic hemolysis by 75%. This is also confirmed by
the kinetic data (Fig. 2). Unlike other drugs, which de-
crease hemolysis rate, but do not prevent it, these prepa-
rations arrest the proceeding hemolytic process com-
pletely. To ascertain a possible arrest mechanism we
plotted a graph of Kinh dependence on the rise in NaCl
concentration in the standard hypotonic medium. These
changes can be considered as inhibition by analogy with
adding the drugs, though it is obvious that biophysical
mechanisms lying in their basis can differ by their na-
ture.

With reference to Fig. 4 it can be seen that 20 mM
NaCl blocks hemolysis by 70–80%, that corresponds
to the arrest caused by the maximal concentrations of
some agents, i. e. perhaps there is an osmotic equiva-
lent of arrest, when the same hemolysis level in the
presence of a blocker is achieved just by increasing
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Рис.  4. Влияние NaCl на ингибирование гипотонического
гемолиза эритроцитов доноров: 1 – донор 1; 2 – донор 2.
Fig.  4. Influence of NaCl on inhibition of hypotonic hemo-
lysis of erythrocytes from the donors: 1 – donor 1; 2 – donor 2.

Рис. 5. Зависимость ОП суспензии эритроцитов (1,6×
109 кл/мл), обработанных BzA (157 мкМ –  , ; 314 мкМ –

, ) в течение 15 мин, от концентрации NaCl в среде
инкубации:  , , – донор 1; ,  – донор 2. Сплошная
кривая для контрольных эритроцитов приведена для
сравнения.
Fig.  5. Dependence of erythrocyte suspension (1.6×
109 cells/ml) absorbance after 15-minute BzA treatment
(157 µM –  , ; 314 µM – , ) on NaCl concentration in
incubation medium:  , , – donor 1; ,  – donor 2. Solid
line for control erythrocytes data is given for comparison.
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Как видно (рис. 4), добавление 20 мМ NаCl на
70–80% блокирует гемолиз, что соответствует бло-
кировке, вызываемой максимальными концен-
трациями некоторых агентов, т. е. по-видимому
существует осмотический эквивалент блокирова-
ния, когда тот же уровень гемолиза в присутствии
блокатора достигается простым повышением ос-
молярности гипотонической среды. Однако зави-
симость Kinh от концентрации NaCl имеет сигмоид-
ный вид, напоминающий аналогичную зависимость
ОП (см. рис. 1), которая отличается от зависимос-
ти Kinh концентрацией агентов-ингибиторов с
линейной либо гиперболической формой (рис. 3).
Это значит, что механизм их действия не совпа-
дает с осмотическим механизмом действия NaCl.

Для уточнения возможного механизма блокиро-
вания гемолиза концентрированную суспензию
эритроцитов обрабатывали BzA в изотонической
среде с таким расчетом, чтобы они связали при-
близительно такое же количество агента, как и в
разбавленной суспензии. Возможно обработанные
клетки будут обладать повышенной устойчи-
востью к гипотоническому лизису из-за увеличен-
ной площади поверхности в результате внедрения
исследуемого препарата. Данные таких экспери-
ментов показаны на рис. 5, из которого видно, что
клетки, обработанные BzA в меньшей концентра-
ции, не будут устойчивее, а наоборот имеют тен-
денцию к сдвигу по оси тоничности вправо. Клетки,
обработанные BzA большей концентрации, стано-
вятся намного чувствительнее к гипотонии по
сравнению с контролем. Кроме того, мы устано-

osmolarity of hypotonic medium. Nevertheless Kinh
dependence on NaCl concentration is sigmoid like the
analogous absorbance dependence (see Fig. 1), which
differs from linear or hyperbolic Kinh dependences by
the inhibitors concentrations (Fig. 3). This means that
mechanisms of their action are not the same as os-
motic mechanism of NaCl action.

To clarify a possible mechanism of hemolysis ar-
rest we treated concentrated erythrocyte suspension
with BzA in isotonic medium in order to allow red blood
cells to bind approximately the same quantity of the
agent as that in diluted suspension. Maybe the treated
cells will be more tolerant to isotonic lysis because of
increased surface area as a result of incorporating the
drug. The data of these experiments are presented in
Fig. 5, in which one can see that the cells treated with
lower concentrations of BzA are not more tolerant,
vice versa, they tend to shift to the right on the tonicity
axis. The cells treated with higher concentrations of
BzA become much more sensitive to hypotonicity than
the control ones. Besides, we established that all the
drugs lose capacity for inhibiting hemolysis of the
treated cells even when the drugs are present in hypo-
tonic medium and block conspicuously hemolysis of
untreated cells (see Fig. 2, 3). The data obtained con-
tradict the model, according to which reduced hemolysis
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вили, что все препараты утрачивают способность
ингибировать гемолиз  обработанных клеток даже
тогда, когда препараты присутствуют в гипотони-
ческой среде и вызывают выраженное блокиро-
вание гемолиза необработанных клеток (рис. 2, 3).
Полученные данные  противоречат модели, со-
гласно которой уменьшение гемолиза обусловлено
увеличением поверхности мембраны. По-видимо-
му, механизм имеет другую природу, которая пока
не исследована.

Дополнительным подтверждением того, что
взаимодействие препаратов с мембраной ( на
примере BzA) приводит к существенному наруше-
нию их свойств, могут служить и следующие наб-
людения.

1. Клетки, обработанные BzA в концентриро-
ванной суспензии, не гемолизируют в этой среде
в течение продолжительного времени (часы) при
комнатной температуре, однако они начинают
спонтанно гемолизировать при их переносе в
кювету. Степень и скорость гемолиза возрастают
по мере увеличения времени инкубации эритро-
цитов с BzA и концентрации BzA. При этом гемолиз
развивается с лагом и имеет двухфазный характер
(рис. 6, A и B). Возможно, этот процесс потенции-
руется сдвиговыми деформациями, которые клет-
ки претерпевают при их перемешивании в кювете.

2. Указанный спонтанный гемолиз активируется
альбумином и общими белками плазмы, причем
активация значительно сильнее, если эти реагенты
добавлять через некоторое время после клеток
(рис. 6, B, C). Как видно из рис. 6, WP активируют
гемолиз сильнее, чем Al.

3. Если клетки после обработки низкими кон-
центрациями BzA при переносе в кювету. близки к
дискоидным, то Al и WP уменьшают его, что
указывает на сферуляцию клеток (данные не приве-
дены).

4. Эритроциты, обработанные BzA в концентри-
рованной суспензии и дважды отмытые в физиоло-
гическом растворе, в значительной мере утрачи-
вают способность ингибироваться против гипото-
нического гемолиза в среде, содержащей исследуе-
мые препараты. Таким же свойством обладают и
эритроциты, не отмытые от BzA (рис. 6, A, трек 2).

Одним из механизмов обеспечения протекции
против гипотонического гемолиза может быть
индуцированное блокаторами повышение прони-
цаемости мембраны для ионов калия. Установ-
лено, что протектирующий эффект различных сое-
динений коррелирует с увеличением калиевой
проницаемости [9, 12, 18], а аналогичный эффект
лизолицетина, сопровождаеется уменьшением
проницаемости мембран для калия в гипотони-
ческих условиях [10]. Иными словами, протекти-
рующий эффект не всегда связан с повышением

is attributed to an increase in membrane surface. Per-
haps the mechanisms are of different nature, which
has not revealed yet.

The following observations can serve as an additio-
nal confirmation of the fact that the interaction between
the drugs (as exemplified by BzA) and membrane re-
sults in significant distortions of their properties:

1. The cells treated with BzA in concentrated sus-
pension do not hemolyze in this medium for a long pe-
riod of time (hours) at room temperature, however they
start hemolyzing spontaneously after their transfer to
a cuvette. Hemolysis level and rate rise as the dura-
tion of erythrocyte incubation with BzA and BzA con-
centration grow. In this case hemolysis proceeds with
lag and is of biphasis pattern (Fig. 6, A and B). Per-
haps this process is attributed to shear deformation,
which cells undergo while being stirred in a cuvette.

2. The spontaneous hemolysis above-mentioned is
activated by albumin and plasma total proteins, notably
the activation is much stronger if these reagents are
added after cells after a while. In Fig. 6 one can see
that WP activate hemolysis more that Al (Fig. 6, B, C).

 3. If cells are discoid-like after treatment with low
concentrations of BzA and transfer to a cuvette, Al
and WP reduce it, that indicates to cell spherulation
(data are not presented).

4. The erythrocytes treated with BzA in concen-
trated suspension and washed twice with physiologi-
cal solution mostly lose the capacity for being inhibited
against hypotonic hemolysis in medium containing the
drugs studied. The red blood cells, which were not
washed from BzA, have the same feature (Fig. 6, A,
track 2).

One of the mechanisms providing protection against
hypotonic hemolysis may be a blocker-induced en-
hancement in membrane potassium permeability. Pro-
tective effects of different compounds were discov-
ered to correlate with potassium permeability [9, 12,
18], and an analogous effect of lysolethitin is accom-
panied by a decline in membrane potassium perme-
ability under hypotonic conditions [10]. In other words
protective effect is not always associated with en-
hanced permeability of membranes. Additionally it was
shown that in order to become more tolerant under
hypotonic conditions the erythrocytes had to lose a con-
siderable quantity of potassium, that is why the protec-
tive activities of the substances studied by us are un-
likely to be due to their influence on membrane perme-
ability [2, 7]. There is another explanation of protec-
tive activity: blockers boost membrane rigidity (lessen
its fluidity), that allows it to sustain larger osmotic stress.
There is a correlation between membrane fluidity and
hypotonic hemolysis curve at pH 6.0, but not at pH 7.4
[2, 10]. Membrane fluidity depends on osmotic fragil-
ity of ATP-depleted erythrocytes [27]. The data that
the detergent C9E20 boosts fluidity, but has no protec-
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Рис.  6. Влияние обработки эритроцитов BzA на характер-
ные кинетические кривые гипотонического гемолиза и
спонтанного гемолиза в HBS. Сток -раствор эритроцитов
обрабатывали BzA в концентрации 314 мкМ, после чего
через разное время переносили в гипотоническую среду
(A, треки 1, 2) или HBS (A, трек 3; B, C). Стрелками
указаны моменты добавления альбумина (Al) или белков
плазмы (WP). Для кривых 1, 2, 3 эксперименты прово-
дили последовательно через 15 мин для одного и того же
образца обработанной крови. Конечная концентрация
AL и WP  составила 1,25 мг/мл.
Fig. 6. Influence of BzA-treatment of erythrocytes on typi-
cal kinetic curves of hypotonic hemolysis and spontaneous
hemolysis in HBS. Erythrocyte stock solution treated with
BzA at the concentration of 314 mM and then transferred to
hypotonic medium after various periods of time (A, tracks 1,
2) or to HBS (A, track 3; B, C). The arrows mean moments of
adding albumin (Al) or plasma proteins (WP). Curves 1, 2,
3 – experiments were carried out successively  every 15 min
for the same sample of treated blood. The final Al and WP
concentrations were 1.25 mg/ml.
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проницаемости мембраны. Кроме того, установ-
лено, что для повышения устойчивости эритроцитов
в гипотонических условиях клетки должны поте-
рять  значительное количество калия, поэтому мало
вероятно, что протектирующий эффект исследован-
ных нами веществ обусловлен их влиянием на
проницаемость мембраны [2, 7]. Существует дру-
гое объяснение протектирующего эффекта вещест-
ва: блокаторы уcиливают ригидность мембраны
(уменьшают ее текучесть), что позволяет ей вы-
держивать большие осмотические нагрузки. Связь
между текучестью мембраны и кривой гипотони-
ческого гемолиза установлена при рН 6.0, но не
при рН 7.4 [2, 10]. Текучесть мембраны зависит
от осмотической хрупкости эритроцитов, истощен-
ных по АТФ [27]. Подтверждением косвенной
связи между текучестью мембраны и гипотони-
ческим гемолизом служат данные, что детергент
С9Е20 увеличивает текучесть, но не является
протектором, тогда как С9Е9 аналогично влияет
на текучесть и блокирует гемолиз [14]. Блокирую-
щий эффект исследуемых препаратов также не
может быть объяснен их влиянием на текучесть
мембраны, поскольку клетки, обработанные BzA,
становятся более чувствительными к гипотонии,
что предполагает увеличение текучести мем-
браны по аналогии с действием додецилсульфата
натрия [25]. Аналогичный блокирующий эффект
характерен для множества химических соедине-
ний: ингибиторов кальмодулина [6, 7, 20], жирных
кислот [7, 8, 24], различных детергентов [8, 12, 14,
18, 24, 28, 29], лизолипидов [9–11, 21], аминокислот
[21, 22], блокаторов кальциевых каналов, фосфо-
липаз [22], флюнитразепамов [15] и флюоресцент-
ных красителей [13]. Авторы работы [17] пришли
к заключению, что не существует причинной связи
между блокирующим эффектом амфифилов и их
способностью изменять форму эритроцитов или
вызывать везикуляцию мембран, а также между
молекулярной структурой этих веществ и их
зарядом. Гипотонический гемолиз эритроцитов
обусловлен формированием в их мембранах гемо-
литических пор со сложной молекулярной струк-
турой, в состав которых, предположительно, входит
анионный канал АЕ1 [25, 26], поэтому неспеци-
фическое влияние многих блокаторов может
объясняться их взаимодействием с белковыми или
липидными компонентами поры. Установлено, что
вязкоэластичность мембраны существенно влияет
на процесс формирования пор [1, 23]. С этой точки
зрения, наши данные можно интерпретировать
таким образом, что офтальмологические препара-
ты блокируют процесс формирования и рост этих
пор на начальной стадии гипотонического гемолиза
нативных клеток. Однако предварительная обра-
ботка клеток препаратами приводит к изменению

tive activity, while C9E9 influences fluidity in the same
way and inhibits hemolysis, confirm an indirect con-
nection between membrane fluidity and hypotonic
hemolysis [14]. The inhibiting effects of the drugs stud-
ied cannot be explained by their impact on membrane
fluidity either, since the cells treated with BzA become
more sensitive to hypotonicity, which implies an increase
in membrane fluidity by analogy with sodium dodecyl
sulphate action [25]. An analogous inhibiting effect is
intrinsic to many chemical compounds: calmodulin in-
hibitors [6, 7, 20], fat acids [7, 8, 24], different deter-
gents [8, 12, 14, 18, 24, 28, 29], lysolipids [9–11, 21],
amino acids [21, 22], calcium channel blockers, phos-
pholipases [22], flounitrazepams [15] and fluorescent
dyes [13]. The authors [17] concluded that there was
no casual relation between amphiphils’ inhibiting ef-
fects and their ability to change erythrocyte shape or
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физико-химической структуры мембраны и,
вероятно, изменяет и саму структуру гемолитичес-
ких пор. В пользу этого  свидетельствует факт, что
обработка эритроцитов трипсином или нейрамини-
дазой не изменяет кривую осмотической хрупкос-
ти, но уменьшает способность хлопромазина
блокировать гемолиз таких клеток [7]. Согласно
теоретическим оценкам [1] и некоторым экспери-
ментальным данным [26] гемолитическая пора
представляет собой флуктуирующую пору, которая
постоянно расширяется и "залечивается." Этот
процесс также сопровождается флуктуациями
объема клетки [16]. Возможно, протектирующий
эффект блокаторов реализуется тогда, когда пора
находится именно в этом флуктуационном режиме.
Изменение структуры поры за счет нарушения
белковых и липидных взаимодействий после
обработки эритроцитов разными препаратами,
включающими и BzA, могут нарушить этот режим
функционирования поры и снизить эффективность
действия блокаторов практически до нуля, что
установлено и нашими наблюдениями. Следует
отметить, поскольку эффект блокирования гемо-
лиза реализуется, в основном, при кинетическом
режиме, когда изменяется осмолярность среды,
применение блокаторов при замораживании кле-
точных суспензий, на наш взгляд, малопро-
дуктивно, так как введение препарата на опре-
деленном этапе разогрева суспензии технически
сложно.

Выводы
Установлено, что офтальмологические препара-

ты в небольших концентрациях обладают способ-
ностью блокировать гипотонический гемолиз
эритроцитов. Однако предварительная обработка
клеток препаратами (на примере BzA) приводит к
повышению их чувствительности к гипотонии и
утрате ими способности блокироваться препарата-
ми в тех же экспериментальных условиях.

to cause membrane vesiculation as well as between
molecular structure of these substances and their char-
ges. Erythrocyte hypotonic hemolysis is attributed to
hemolytic pores with complicated molecular structure
in erythrocyte membranes. The pores, presumably, com-
prise anionic channel AE1 [25, 26], that is why non-
specific influence of many blockers can be explained
by their interactions with protein or lipid components
of the pores. Membrane viscoelasticity was found to
affect greatly the process of pore formation [1, 23]. From
this point of view our data can be interpreted in the fol-
lowing way: the ophthalmological drugs arrest forma-
tion and growth of the pores at the initial stage of na-
tive cell hypotonic hemolysis. Nevertheless pre-treat-
ment of cells with the drugs results in changes of phy-
sico-chemical structure of membranes and, possibly,
changes the hemolytic pore structure itself. In favour
of this the following fact attests: trypsin- or neuramini-
dase-treatment does not change the osmotic fragility
curve, but lessens the ability of chlorpromazine to inhi-
bit hemolysis of such cells [7]. According to the theore-
tical assessment [1] and some experimental data [26]
a hemolytic pore is a fluctuating pore, which widens
continuously and "is healed". This process is also ac-
companied by cell volume fluctuations [16]. Probably
the blockers’ inhibiting effects are implemented when
the pore is in this fluctuating mode. The pore structure
changes owing to abnormalities of protein and lipid in-
teractions after treatment of erythrocytes with the dif-
ferent drugs including BzA can impair this mode of the
pore functioning and lessen the blockers efficiency up
to zero, which was also established in our research. It
should be noted that since hemolysis-inhibiting effect
is implemented mainly under the kinetic mode, when
medium osmolarity changes, application of blockers for
cell suspension freezing, in our opinion, is inefficient,
as the drug administration is technically intricate.

Conclusions
The ophthalmological drugs at low concentrations

are able to inhibit hypotonic hemolysis of red blood cells.
Nevertheless the pre-treatment of cells with the drugs
(as exemplified by BzA) makes them more sensitive
to hypotonicity and lose their capacity for being inhib-
ited by the drugs under the same experimental condi-
tions.
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