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Effect of Amphiphiles on Hypertonic Hemolysis of Erythrocytes,
Modified with Temperature of 49°C

Исследовали влияние тепловой предобработки эритроцитов человека и быка на их чувствительность к гипертоническому
стрессу (4,0 моль/л NaCl) при температуре 37 и 0°С. Показано, что инкубация клеток при 49°С, вызывающая денатурацию
спектрина, снижает уровень гипертонического повреждения эритроцитов человека и не влияет на сохранность эритроцитов
быка при 37°С. При 0°С гипертонический гемолиз модифицированных эритроцитов млекопитающих не изменяется. Денатурация
спектрина цитоскелета эритроцитов человека и быка приводит к снижению антигемолитического действия амфифильных
веществ (децилсульфата натрия, додецил-β,D-мальтозида, трифторперазина) при температуре 37 и 0°С.

Ключевые слова: гипертонический стресс, эритроциты, спектрин, амфифильные соединения.
Досліджували вплив теплової передобробки еритроцитів людини і бика на їх чутливість до гіпертонічного стресу (4,0 моль/л

NaCl) при температурі 37 і 0°С. Показано, що інкубування клітин при 49°С, яка викликає денатурацію спектрину, знижує
рівень гіпертонічного пошкодження еритроцитів людини і не впливає на стійкість еритроцитів бика при 37°С. При 0°С
гіпертонічний гемоліз модифікованих еритроцитів ссавців не змінюється. Денатурація спектрину цитоскелета еритроцитів
людини і бика знижує антигемолітичну дію амфіфільних сполук (децилсульфату натрію, додецил-β,D-мальтозиду,
трифторперазину) при температурі 37 і 0°С.

Ключові слова:  гіпертонічний стрес, еритроцити, спектрин, амфіфільні сполуки.
The effect of thermal pre-treatment of human and bovine erythrocytes on their sensitivity to hypertonic stress (4.0 mol/l NaCl)

at 37 and 0°C was studied. It has been shown that cell incubation at 49°C, causing spectrin denaturation, decreases the level of human
erythrocyte hypertonic damage and does not affect the integrity of bovine erythrocytes at 37°C. Hypertonic hemolysis of modified
mammalian erythrocytes does not change at 0°C. Cytoskeletal spectrin denaturation of bovine and human erythrocytes results in
reduction of antihemolytic activity of amphiphilic substances (sodium decyl sulfate, dodecyl-β,D-maltoside, trifluoroperazine) at 37
and 0°C.

Key words: hypertonic stress, erythrocytes, spectrin, amphiphilic compounds.
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One of the main reasons of cell damage during
freezing is believed to be concentrating of extracellular
solution, associated with water freezing [2, 15]. A
hypertonic stress is the experimental model for studying
this cryodamage factor.

Aggregative and structural state of cytoskeletal
proteins affects the degree of their association with
anchor proteins of membrane, maintaining viscous-
elastic properties of membrane and cell resistance to
stress effect [2]. Therefore modification of cytoskeletal
proteins is important for understanding the mechanisms
of erythrocyte resistance under hypertonic stress.
Whereas amphiphilic compounds, which effect is
realized on membrane, significantly decrease the level
of cell damage under hypertonic conditions [5] there
was of interest to investigate their antihemolytic activity
for erythrocytes with cytoskeleton-membrane complex,
modified with the temperature of 49°C.

Предполагают, что одна из основных причин
повреждения клеток при замораживании – концент-
рирование внеклеточного раствора, связанное с
вымерзанием воды [2, 15]. Экспериментальной мо-
делью для изучения данного фактора криоповреж-
дения является гипертонический стресс.

Агрегатное и структурное состояние белков ци-
тоскелета влияет на степень их ассоциации с якор-
ными белками мембраны, поддерживает вязко-
эластические свойства мембраны и устойчивость
клетки к действию стресса [2]. Поэтому модифи-
кация цитоскелетных белков имеет важное значе-
ние для понимания механизмов устойчивости эрит-
роцитов в условиях гипертонического стресса. Ис-
ходя из того, что амфифильные соединения, дейст-
вие которых реализуется на мембране, значительно
снижают уровень повреждения клеток в гиперто-
нических условиях [5], представлял интерес ис-
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The research aim was to study the effect of preli-
minary incubation of bovine and human erythrocytes
at 49°C on their sensitivity to hypertonic stress (4.0 mol/l
NaCl) and efficiency of amphiphilic compounds under
these stress conditions.

Materials and methods
Erythrocytes, derived from human and bovine blood,

prepared with “Glugicir” preservative were used for
the research. Erythrocytes were derived according to
the standard method [5].

Sodium decyl  sulfate (Sintez PAV, Russia), dodecyl-
β,D-maltoside (Calbiochem, USA), trifluoroperazine
(Sigma, USA) and nationally produced reagents with
“chemically pure” and “pure for analysis” grades were
used in the research.

Hypertonic stress of erythrocytes was performed
by transfer of erythrocyte suspension aliquot into 1 ml
of solution, containing 4.0 mol/l NaCl for 5 min at 37
or 0°C. Final hematocrit was 0.4%. Amphiphilic com-
pounds were added into the hypertonic medium prior
to transfer of the cells [5].

Mammalian erythrocytes (25% hematocrit) were
incubated at 49°C (thermostat U4, Germany) for 10 min.

Hemoglobin content in supernatant was spectropho-
tometrically examined at 543 nm. The absorption of
the sample with Triton X-100 (0.1%) added was assu-
med as 100%.

The value of maximum antihemolytic activity
(AHmax) of amphiphilic compound was calculated by
the formula:

АHmax = 
k – a

 ×100%,
                                 k

where k is erythrocyte hemolysis value at the absence
of amphiphile; a is minimum value of erythrocyte he-
molysis at amphiphile presence.

The results were statistically processed with ANOVA
tests and Mann-Whitney criterion (StatgraphWin). The
differences among the groups were significant at PU <
0.05.

Results and discussion
According to the findings (Fig. 1) under hypertonic

conditions the initial level of erythrocyte damage of
the studied mammals depends on cell origin and expe-
rimental temperature. Thus, human erythrocyte lysis
level in 4.0 mol/l NaCl at 37°C makes 90%, but at
temperature reduction down to 0°C does 55%. Bovine
erythrocyte hemolysis level at 37°C makes 90%, whe-
reas at 0°C does only 10%. Thus, during the medium
temperature reduction the resistance of bovine erythro-
cytes increases more than 9 times, which is obviously
caused by the peculiarities of erythrocyte membrane
phospholipid composition in this species: high content

следовать их антигемолитическую активность для
эритроцитов с цитоскелет-мембранным комплек-
сом, модифицированным температурой (49°С).

Цель работы – исследовать влияние предва-
рительной инкубации эритроцитов человека и быка
при 49°С на их чувствительность к гипертоничес-
кому стрессу (4,0 моль/л NaCl) и эффективность
амфифильных соединений в данных стрессовых
условиях.

Материалы и методы
Для исследования использовали эритроциты,

полученные из крови человека и быка, заготовлен-
ной на консерванте “Глюгицир”. Эритроциты выде-
ляли по стандартной методике [5].

В работе были использованы децилсульфат
натрия (“СинтезПАВ”, Россия), додецил-β,D-маль-
тозид (“Calbiochem”, США), трифторперазин
(“Sigma”, США) и реактивы отечественного про-
изводства квалификации “х. ч.” и “ч. д. а.”.

Гипертонический стресс эритроцитов осущест-
вляли путем переноса аликвоты суспензии эрит-
роцитов в 1 мл раствора, содержащего 4,0 моль/л
NaCl, на 5 мин при температуре 37 или 0°С. Конеч-
ный гематокрит составлял 0,4%. Амфифильные
соединения добавляли в гипертоническую среду
перед внесением в нее клеток [5].

Эритроциты млекопитающих (гематокрит 25%)
инкубировали при температуре 49°С (термостат
U4, Германия) в течение 10 мин.

Содержание гемоглобина в супернатанте опре-
деляли спектрофотометрическим методом при
длине волны 543 нм. За 100% принимали поглоще-
ние пробы, в которую добавляли тритон Х-100
(0,1%).

Значение максимальной антигемолитической
активности (АГмакс) амфифильного соединения рас-
считывали по формуле

АГмакс = 
k – a

 ×100%,
                                 k

где k – величина гемолиза эритроцитов при  отсут-
ствии амфифильного вещества; а – минимальная
величина гемолиза эритроцитов при наличии амфи-
фильного вещества.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью тестов ANOVA и критерия Манна-
Уитни (StatgraphWin). Расхождения между груп-
пами считали достоверными при РU < 0,05.

Результаты и обсуждение
Согласно полученным результатам (рис. 1) в

гипертонических условиях исходный уровень по-
вреждения эритроцитов исследуемых млекопита-
ющих зависит от видовой принадлежности клеток
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и температуры проведения эксперимента. Так, уро-
вень лизиса эритроцитов человека в 4,0 моль/л NaCl
при 37°С составляет 90%, а при снижении темпе-
ратуры до 0°С – 55%. Уровень гемолиза эритроци-
тов быка при 37°С составляет 90%, тогда как при
0°С – лишь 10%. Таким образом, при снижении
температуры среды устойчивость эритроцитов бы-
ка возрастает более чем в 9 раз, что, очевидно, обус-
ловлено особенностями фосфолипидного состава
мембран эритроцитов данного вида – высоким со-
держанием сфингомиелина (СМ) и отсутствием
фосфатидилхолина (ФХ) [6, 7].

В основе повреждающего действия гипертони-
ческого стресса лежат процессы, обуславливаю-
щие формирование трансмембранных пор, соизме-
римых по размерам с молекулами гемоглобина.
Показано [3], что при низкой температуре (ниже
15°С) инициация трансмембранных дефектов под
влиянием гипертонии и их количество резко сни-
жаются, что объясняется ограничениями, связан-
ными с влиянием температуры на диффузию ком-
понентов мембраны, и повышением плотности упа-
ковки мембранных липидов [2, 12, 14]. Следова-
тельно, можно предположить, что в условиях ги-
пертонического стресса при 0°С в мембране, ха-
рактеризующейся более плотной упаковкой липи-
дов в латеральной плоскости, процессы инициации
дефектов и последующего их развития затруднены.

Предварительная модификация цитоскелета
эритроцитов человека при 49°С значительно сни-
жает их чувствительность к гипертоническому воз-
действию при 37°С, а чувствительность эритро-
цитов быка не изменяется (рис. 1). В условиях ги-

of sphingomyelin (SM) and the absence of phosphati-
dylcholine (PC) [6, 7].

The processes stipulating the formation of trans-
membrane pores, comparable on dimensions with he-
moglobin molecules are the bases of damaging effect
of hypertonic stress. It has been shown [3] that under
low temperatures (below 15°C) the initiation of trans-
membrane defects under hypertonia and their number
sharply decrease, because of the limitations, associa-
ted with temperature effect on diffusion of membrane
components, and of increase of membrane lipids’ pack-
ing density  [2, 12, 14]. Therefore, it may be suggested
that under hypertonic stress at 0°C the processes of
defects’ initiation and their further developing are
complicated in membrane, characterizing more com-
pact packing of the lipids in lateral plane.

The preliminary cytoskeletal modification of human
erythrocytes at 49°C significantly decreases their sen-
sitivity to hypertonic effect at 37°C, while sensitivity
of bovine erythrocytes does not change (Fig. 1). Modi-
fication of cell cytoskeleton does not affect the sensi-
tivity of the studied mammalian erythrocytes under
hypertonic stress at 0°C.

It has been known that incubation of mammalian
erythrocytes at 49°C results in denaturation of cyto-
skeletal proteins, particularly spectrin [8, 13], being the
main protein component of erythrocyte cytoskeleton,
forming filament network on cytoplasmatic membrane
surface [17]. It is supposed [3, 13] that spectrin dena-
turation, changing conformation of protein molecules,
reduces their ability to interact with membrane com-
ponents. As a result the stabilizing effect of cytoskeleton
on cell membrane may be decreased, making difficult

Рис. 1. Уровень гемолиза эритроцитов человека и быка в условиях гипертонического стресса (4,0 моль/л NaCl) при
температуре 37 (а) и 0°С (б):  – нативные клетки (контроль);  – клетки, инкубированные при 49°С.
Fig. 1. Hemolysis level of   human and bovine erythrocytes under hypertonic stress (4.0 mol/l NaCl) at 37 (a) and 0°C (b):

 – native cells (the control);  – the cells, incubated at 49°C.
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пертонического стресса при 0°С модификация ци-
тоскелета клеток не влияет на чувствительность
эритроцитов исследуемых млекопитающих.

Известно, что инкубация эритроцитов млеко-
питающих при 49°С приводит к денатурации цито-
скелетных белков, в частности спектрина [8, 13],
который является основным белковым компонен-
том эритроцитарного цитоскелета, формирующим
филаментную сеть на цитоплазматической поверх-
ности мембраны [17]. Полагают [3, 13], что дена-
турация спектрина, изменяющая конформацию
белковых молекул, снижает их способность к взаи-
модействию с компонентами мембраны. В резуль-
тате этого может уменьшиться стабилизирующее
влияние цитоскелета на мембрану клетки, что за-
труднит формирование трансмембранных пор, и
приведет к снижению чувствительности эритро-
цитов человека к гипертоническому стрессу при
37°С.

Отсутствие изменений в чувствительности к
гипертоническому стрессу в 4,0 моль/л NaCl тер-
мически модифицированных эритроцитов быка,
возможно, связано с особенностями фосфолипид-
ного состава мембран эритроцитов данного вида
(высокое содержание СМ наряду с отсутствием
ФХ) [6, 7]. Высокое содержание СМ в эритроцитар-
ной мембране уменьшает текучесть клеточной
мембраны, увеличивая ее жесткость, а наличие ФХ
оказывает противоположное действие [17]. Следо-
вательно, дополнительное влияние термической
модификации, оказывающей подобное влияние на
состояние мембраны клетки, а именно уменьшение
ее текучести [10, 11, 13], малоэффективно. Кроме
того, реакция эритроцитов быка на нагревание зна-
чительно отличается и на клеточном уровне. На-
гревание эритроцитов быка приводит к изменению
их формы от дискоцитов к стоматоцитам [13], а эри-
троцитов человека от дискоцитов к эхиноцитам [16].

Для изучения влияния амфифильных веществ
на уровень гипертонического стресса эритроцитов
млекопитающих использовали амфифилы, относя-
щиеся к различным классам поверхностно-актив-
ных веществ: анионный децилсульфат натрия (С10),
катионный трифторперазин (ТФП), неионный
додецил-β,D-мальтозид (ДМ) [1]. Были получены
зависимости уровня гипертонического гемолиза
клеток в среде, содержащей 4,0 моль/л NaCl, от
концентрации амфифилов при 37 и 0°С. Из получен-
ных концентрационных зависимостей были рассчи-
таны величины максимальной антигемолитической
активности (АГмакс) и значения эффективных
концентраций (САГ макс), которые характеризуют эффек-
тивность исследуемых амфифильных соединений в
условиях гипертонического стресса эритроцитов.

Антигемолитическую активность амфифильно-
го соединения выражали как процент снижения
гемолиза клеток при наличии веществ по отноше-

the formation of transmembrane pores and resulting
in decrease of sensitivity of human erythrocytes to hy-
pertonic stress at 37°C.

The absence of changes in hypertonic stress sen-
sitivity in 4.0 mol/l NaCl solution for thermally modified
bovine erythrocytes, may be associated with the pecu-
liarities of phospholipid composition of erythrocyte
membranes in this species (high content of SM with
the absence of PC) [6, 7]. High content of SM in eryth-
rocyte membrane decreases fluidity of cell membrane,
increasing its rigidity and the presence of PC has an
opposite effect [17]. Therefore, additional effect of
thermal modification, similarly affecting the cell mem-
brane state, namely the reduction of its fluidity[10, 11,
13] is inefficient. In addition, the response of bovine
erythrocytes to warming also significantly differs at
cellular level. Heating the bovine erythrocytes results
in the change of their shape from discocytes to
stomatocytes [13], while human erythrocytes transform
from discocytes to echinocytes [16].

For studying the effect of amphiphilic compounds
on the level of hypertonic stress of mammalian eryth-
rocytes the amphiphiles, referred to different classes
of surface-active substances as: anionic sodium decyl
sulfate (C10), cationic trifluoroperazine (TFP), non-
ionic dodecyl-β,D-maltoside (DM) [1] were used. The
amphiphile concentration-dependencies of hypertonic
hemolysis level of cells in the medium, containing
4.0 mol/l NaCl, were obtained at 37 and 0°C. The va-
lues of maximum antihemolytic activity (AHmax) and
the values of effective concentrations (CAHmax), charac-
terizing efficiency of the studied amphiphilic compounds
under hypertonic stress of erythrocytes were calculated
from the obtained concentration dependencies.

Antihemolytic activity of an amphiphilic compound
was expressed as the percentage of cell hemolysis
reduction in the presence of substances in respect of
hemolysis in the sample without amphiphiles. Amphi-
philic compound concentration of substance, wherein
minimum cell lysis was observed, was assumed as an
effective concentration.

Fig. 2 represents the values of maximum antihemo-
lytic activity of amphiphilic compounds under hyper-
tonic stress of native and modified human erythrocytes
at 37(a) and 0°C (b). TFP and C10 have the most
antihemolytic activity for native human erythrocytes
at 37°C (85–90%). DM has a lower protective effect.
Antihemolytic activity of amphiphiles at 0°C signifi-
cantly decreases and is within the range of 40–50%.
Effective concentrations, whereat minimum cell lysis
is observed, shift towards the lower values (Table).

All the studied substances under hypertonic
hemolysis of erythrocytes, warmed up to 49°C, mani-
fest antihemolytic activity, however it decreases both
at 37 and 0°C.

The similar results obtained for native and modified
bovine erythrocytes are presented in Fig. 3. Evidently,
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нию к гемолизу в пробе, не содержащей амфифил.
За эффективную концентрацию амфифильного со-
единения принимали концентрацию вещества, при
которой наблюдается минимальный лизис клеток.

На рис. 2 приведены значения максимальной
антигемолитической активности амфифильных
соединений в условиях гипертонического стресса
нативных и модифицированных эритроцитов чело-
века при 37 и 0°С. Для нативных эритроцитов
человека наибольшей антигемолитической актив-
ностью при температуре 37°С обладают ТФП и
С10 (85–90%). Несколько меньшее защитное дейст-
вие оказывает ДМ. При температуре 0°С антиге-

for bovine erythrocytes as well as for human ones C10
and TFP had the maximum protective effect under
hypertonic stress (80–85%), efficiency of DM is lower.
Effective concentrations of substances for bovine
erythrocytes are higher, than for human cells, excluding
TFP, which effective concentrations coincide for human
and bovine cells (Table).

Antihemolytic activity of the studied amphiphilic
compounds for temperature-modified bovine erythro-
cytes decreases if compared with the effect in native
cells. Herewith reduction of C10 and DM efficiency
makes about 20%, while protective effect of TFP
decreases more than twice. For modified bovine eryth-

Значения эффективных концентраций (САГмакс) амфифильных
соединений при гипертоническом стрессе эритроцитов человека и
быка в среде, содержащей 4,0 моль/л NaCl, при температуре 37 и 0°С.

Values of effective concentrations (CAHmax) of amphiphilic compounds
under hypertonic stress of human and bovine erythrocytes in the

medium, containing 4.0 mol/l NaCl at 37 and 0°C

б ba a

Рис. 2. Максимальная антигемолитическая активность амфифильных соединений в условиях гипертонического
стресса эритроцитов человека при температуре 37 (а) и 0°С (б):  – нативные клетки (контроль);  – клетки,
инкубированные при 49°С; * – достоверно по сравнению с нативными клетками, РU < 0,05.
Fig. 2. Maximum antihemolytic activity of amphiphilic compounds under hypertonic stress of human erythrocytes at 37 (a)
and 0°C (b):  – native cells (the control);  – the cells, incubated at 49°C; * – significant if compared with native cells, РU < 0,05
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молитическая активность амфифилов
значительно снижается и находится
в диапазоне 40–50%. Эффективные
концентрации, при которых наблю-
дается минимальный лизис клеток,
сдвигаются в сторону меньших зна-
чений (таблица).

Все исследуемые вещества в ус-
ловиях гипертонического гемолиза
эритроцитов, прогретых до 49°С, про-
являют антигемолитическую актив-
ность, однако она снижается как при
37, так и 0°С.

Аналогичные результаты, получен-
ные для нативных и модифицирован-
ных эритроцитов быка, представлены
на рис. 3. Видно, что для эритроцитов
быка, как и для эритроцитов челове-
ка, максимальным защитным дейст-
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вием в условиях гипертонического стресса обла-
дают С10 и ТФП (80–85%), эффективность ДМ
несколько ниже. Эффективные концентрации ве-
ществ для эритроцитов быка выше, чем для клеток
человека, за исключением ТФП, эффективные
концентрации которого совпадают для клеток че-
ловека и быка (таблица).

Антигемолитическое действие исследуемых
амфифильных соединений для эритроцитов быка,
модифицированных температурой, снижается по
сравнению с нативными клетками. Причем сниже-
ние эффективности действия С10 и ДМ составляет
около 20%, в то время как защитное действие ТФП
уменьшается более чем в 2 раза. Для модифициро-
ванных эритроцитов быка, в отличие от нативных
клеток, наибольшую антигемолитическую актив-
ность проявляют С10 и ДМ (50–60%).

При 0°С изменение антигемолитической актив-
ности веществ в условиях гипертонического
стресса модифицированных эритроцитов быка не
исследовали, так как исходно низкий уровень
гемолиза этих клеток не позволяет выявить защит-
ное действие амфифильных соединений.

Встраивание экзогенных амфифильных моле-
кул в плазматическую мембрану эритроцитов
сопровождается изменением ее динамической
структуры. Мы полагаем, что в условиях гипер-
тонического стресса эритроцитов антигемолити-
ческий эффект амфифильных соединений обуслов-
лен способностью их молекул при встраивании в
эритроцитарную мембрану разупорядочивать ее
структуру и препятствовать развитию трансмемб-
ранных дефектов до размера гемолитических пор
[4, 5]. Встраивание и распределение экзогенных
амфифильных молекул определяются их физико-
химическими свойствами и состоянием эритроци-
тарной мембраны. Жесткость мембраны зависит
от состояния мембранных липидов и структурной
организации белков цитоскелета [9]. Следователь-
но, можно предположить, что снижение антигемо-
литического действия амфифильных соединений в
стрессовых условиях в результате инкубации кле-
ток при температуре 49°С может быть обуслов-
лено изменением состояния мембран модифициро-
ванных клеток. Известно, что термическая моди-
фикация увеличивает вязкость мембран эритроци-
тов и уменьшает их текучесть [10, 11, 13], т. е.
оказывает на клеточную мембрану влияние, про-
тивоположное действию амфифилов, что и при-
водит к снижению способности амфифилов раз-
упорядочивать мембрану и уменьшает их антиге-
молитическую активность. Это предположение
подтверждается и снижением защитного действия
амфифильных соединений в условиях гипертони-
ческого стресса эритроцитов человека при 0°С.
Более жесткая структура плазматической мембра-

rocytes in respect of the native cells C10 and DM
manifest the highest antihemolytic activity (50–60%).

The antihemolytic activity change of the substances
under hypertonic stress of modified bovine erythrocytes
was not studied at 0°C, whereas initially low level of
hemolysis of these cells do not allow to manifest the
protective effect of amphiphilic compounds.

Incorporation of exogenic amphiphilic molecules
into erythrocyte plasmatic membrane is accompanied
with its dynamical structure change. We suggest that
under hypertonic stress of erythrocytes the antihemo-
lytic effect of amphiphilic compounds is caused by
ability of their molecules to disorder erythrocyte mem-
brane structure after incorporation and prevent deve-
lopment of transmembrane defects up to the dimen-
sions of hemolytic pores [4,  5]. Incorporation and distri-
bution of exogenic amphiphilic molecules are signifi-
cantly determined by their physical and chemical pro-
perties and erythrocyte membrane state. Membrane
rigidity depends on the state of membrane lipids and
structural organization of cytoskeletal proteins [9].
Therefore, it may be suggested that reduction of
antihemolytic effect of amphiphilic compounds under
stress conditions due to cell incubation at 49°C may
be caused by the change of modified cell membrane
state. It has been known that thermal modification
increases viscosity of erythrocyte membranes and
decreases their fluidity [10, 11, 13],  i. e. has an effect
on cell membrane opposite to amphiphiles, resulting in
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Рис. 3. Максимальная антигемолитическая активность
амфифильных соединений в условиях гипертонического
стресса эритроцитов быка при температуре 37°С:  – на-
тивные клетки (контроль);  – инкубированные при 49°С;
* – достоверно по сравнению с нативными клетками,
РU < 0,05.
Fig. 3. Maximum antihemolytic activity of amphiphilic com-
pounds under hypertonic stress of bovine erythrocytes at
37°C:  – native cells (the control);  – the cells, incubated at
49°C; ∗ – significant if compared with the native cells,
PU < 0.05.
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ны при 0°С, очевидно, приводит к уменьшению
способности амфифилов разупорядочивать мем-
брану (снижению их пертурбирующего действия),
что и проявляется в снижении значений антигемо-
литической активности веществ и их эффективных
концентраций.

Таким образом, состояние цитоскелет-мемб-
ранного комплекса эритроцитов является важным
фактором, определяющим не только чувствитель-
ность эритроцитов млекопитающих к гипертони-
ческому стрессу, но и проявление защитного дейст-
вия амфифильных соединений в стрессовых усло-
виях. Изменение структурно-динамического сос-
тояния цитоскелета в результате денатурации
спектрина, приводящее к повышению жесткости
эритроцитарной мембраны, обуславливает сниже-
ние антигемолитической активности исследуемых
амфифильных соединений в условиях гипертони-
ческого стресса эритроцитов млекопитающих.

Выводы
1. Амфифильные соединения повышают устой-

чивость эритроцитов человека и быка к гипертони-
ческому стрессу в среде, содержащей 4,0 моль/л
NaCl, при 37°С. При 0°С для эритроцитов человека
наблюдаются снижение максимальной антигемо-
литической активности и уменьшение эффективных
концентраций амфифилов.

2. В условиях гипертонического стресса при
37°С уровень повреждения термически модифи-
цированных (49°С) эритроцитов человека умень-
шается, а быка – не изменяется. При 0°С уровень
гипертонического гемолиза модифицированных
эритроцитов человека и быка не изменяется.

3. Предварительная инкубация эритроцитов че-
ловека и быка при 49°С приводит к снижению эф-
фективности исследуемых амфифильных соедине-
ний в условиях гипертонического стресса при 37°С
и 0°С.

reduction of amphiphile ability to disorder a membrane
and manifest antihemolytic activity. This supposition is
also confirmed by the reduction of protective effect of
amphiphilic compounds under hypertonic stress of
human erythrocytes at 0°C. Obviously, more rigid struc-
ture of plasma membrane at 0°C results in decrease
of amphiphilic compound ability to disorder a membrane
(reduction of their perturbating effect), manifesting in
the reduction of antihemolytic activity values of the
substances and their effective concentrations.

Thus, the state of erythrocyte cytoskeleton-memb-
rane complex is an important factor, determining both
sensitivity of mammalian erythrocytes to hypertonic
stress and also manifestation of protective effect of
amphiphilic compounds under stress conditions. The
change of structure-dynamical state of cytoskeleton
due to spectrin denaturation, providing an increase of
erythrocyte membrane rigidity results in a decrease of
antihemolytic activity of the studied amphiphilic
compounds under mammalian erythrocyte hypertonic
stress.

Conclusions
1. Amphiphilic compounds increase the resistance

of bovine and human erythrocytes to hypertonic stress
in the medium, containing 4.0 mol/l NaCl at 37°C. The
reduction of maximum antihemolytic activity and
decrease of effective concentrations of amphiphiles
were observed for human erythrocytes at 0°C.

2. The injury of thermally modified human erythro-
cytes (49°C) decreases under hypertonic stress at
37°C, and for bovine cells do not change. Hypertonic
hemolysis level of human and bovine modified erythro-
cytes does not change at 0°C.

3. Preliminary incubation of human and bovine
erythrocytes results in efficiency reduction of the stu-
died amphiphilic compounds under hypertonic stress
at 37 and 0°C.
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