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Реферат: У роботі досліджували вплив локальної холодової травми щурів на осмотичну резистентність еритроцитів 
у ранній і пізній реактивні періоди. Кріовплив здійснювали шляхом притиснення аплікатора до шкіри на латеральній поверхні 
стегна щура протягом 30, 60 і 120 с. Після цього проводили забір крові з аорти тварин через 1 і 4 години і через 24 і 48 годин 
(ранній і пізній реактивний періоди відповідно). В якості тесту на осмотичну резистентність еритроцитів використовували дію 
на клітини гіпотонічних розчинів. Показано, що осмотична резистентність еритроцитів у ранньому реактивному періоді 
збільшується (порівняно з контрольними клітинами). У пізньому реактивному періоді показники осмотичної резистентності 
еритроцитів через 24 години наближаються до контрольних значень і через 48 годин досягають норми. Осмотична резистент-
ність еритроцитів в обох реактивних періодах після локальної холодової травми не залежить від тривалості кріоаплікації (30, 
60, 120 с). Отримані результати розглядаються з позицій адаптивних реакцій, що мають алостазну природу.

Ключові слова: локальна холодова травма, еритроцити, осмотична резистентність, гіпотонічний шок, реактивний період.

Abstract: The eff ect of local cold injury in rats on the osmotic resistance of erythrocytes in the early and late reactive terms 
was investigated. Cryoinfl uence was performed by pressing the applicator to the skin on the lateral surface of the rat thigh for 30, 
60 and 120 s. Afterwards, the blood was collected from the aorta of animals after 1 and 4 hours and after 24 and 48 hours (early and 
late reactive periods, respectively). The eff ect of hypotonic solutions on cells was used as a test for osmotic resistance of erythrocytes. 
It is shown that the osmotic resistance of erythrocytes in the early reactive term increases (compared with control cells). In the late 
reactive term, the indices of osmotic resistance of erythrocytes after 24 hours approached the control values and after 48 hours 
they reached the norm. Osmotic resistance of erythrocytes in both reactive terms after local cold injury does not depend on the du-
ration of cryoinfl uence (30, 60, 120 s). The fi ndings are considered from the standpoint of adaptive reactions that have an allostatic 
nature.

Key words: local cold injury, erythrocytes, osmotic resistance, hypotonic shock, reactive term.
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На даний час для лікування патологічних про-
цесів, що розвиваються на шкірі, використовують 
хірургічний підхід, який полягає у руйнуванні 
біологічних тканин за допомогою низьких тем-
ператур. Вплив низьких температур супровод-
жується заморожуванням не тільки шкіри, але 
і глибше розташованих тканин. Тривалість кріо-
впливу і кінцева температура заморожених тка-
нин мають вирішальне значення для результатів 
лікування [7, 9].

Локальна холодова травма (ЛХТ) є потужним 
стресовим фактором, що запускає процеси ало-
стазу на рівні організму. Алостаз розглядається 
як динамічний процес, за допомогою якого орга-
нізм відповідає на стресові впливи і підтримує 
гомеостаз [3]. Однією з ознак алостазу є на-
дактивація регуляторних систем [19]. До біо-
логічних систем, які забезпечують адаптацію 
організму, в першу чергу, належать гіпота-
ламогіпофізарно-надниркова вісь, вегетативна 

Currently, for the treatment of pathological 
processes developing on skin, exploits a surgical 
approach, which consists in the destruction of bio-
logical tissues by low temperatures. Exposure to low 
temperatures is accompanied by freezing not only 
of the skin but also of deeper tissues. The duration 
of cryopreservation and fi nal temperature of frozen 
tissues are crucial for treatment outcomes [1, 3].

Local cold injury (LCI) is a powerful stressor that 
triggers allostasis at the organism level. Allostasis 
is considered as a dynamic process by which the 
body responds to a stress and maintains homeostasis 
[12]. One of the signs of allostasis is overactivation 
of regulatory systems [16]. The biological systems 
that ensure the organism adaptation, in the fi rst 
place, include the hypothalamic-pituitary-adrenal 
axis, autonomic nervous, metabolic and immune 
systems. The main mediators of these systems (neuro-
transmitters of the sympathetic and parasym-
pathetic nervous systems, cytokines, metabolic 
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нервова система, метаболічна та імунна сис-
теми. Головні медіатори цих систем (нейро-
трансмітери симпатичної і парасимпатичної 
нервової системи, цитокіни, метаболічні гор-
мони, нейромодулятори мозку, гормони наднир-
кових залоз) взаємодіють один з одним і 
сприяють адаптації організму до екстремаль-
них умов в найкоротші терміни [3, 18].

Гостра патологія внаслідок локального кріо-
ефекту впливає на усі ланки регуляції: від 
загальних керівних систем до клітин. Зокрема, 
в роботі Г.А. Олійник [5] під час дослідження 
перебігу ЛХТ щурів було виявлено ехіноцити, 
стоматоцити, шизоцити і зареєстровано уповіль-
нення рухливості клітин, що, на думку авторів, 
може свідчити про порушення енергозабез-
печення організму, яке пов’язане з нестачею 
АТФ. 

За умов холодової травми спостерігаються 
зміни морфологічних характеристик еритро-
цитів [5], що свідчить про зміну осмотичної 
резистентності цих клітин. Для визначення 
осмотичної резистентості еритроцитів широко
використовують гіпотонічні розчини [21, 23, 25]. 
Перенесення еритроцитів до гіпотонічних сере-
довищ супроводжується надходженням води 
в клітини, в результаті чого збільшується їхній 
об’єм і за перевищення значень критичного 
гемолітичного об’єму, вони руйнуються [14]. 
Осмотична резистентність, яка характеризується
здатністю еритроцитів приймати воду без ге-
молізу, залежить, зокрема, від співвідношення
площі поверхні до об’єму клітини [14].

Оцінка осмотичної резистентності еритро-
цитів — класичний тест, який застосовується 
під час діагностики еритроцитопатій (зокре-
ма, спадкового сфероцитозу, коли в результаті 
патології білків цитоскелет-мембранного ком-
плексу еритроцити стають менш стійкими до 
дії гіпотонічних розчинів [10]). Осмотична ре-
зистентність еритроцитів є важливим клініч-
ним інструментом для вивчення таких числен-
них захворювань, як цукровий діабет [22], пре-
еклампсія [12] та малярія [17], а також під 
час дослідження процесу старіння [11, 20] 
тощо. Вивчення осмотичної резистентності 
еритроцитів в умовах ЛХТ дозволить вия-
вити реакцію клітин, відповідальних, в першу 
чергу, за газообмін, на зміни в організмі внас-
лідок критичних і посттравматичних ста-
нів.

Мета роботи — вивчення впливу локальної 
холодової травми у щурів на осмотичну рези-
стентність еритроцитів протягом раннього та 
пізнього реактивних періодів.

hormones, brain neuromodulators, adrenal hor-
mones) interact with each other and help the body 
in adaptation to extreme conditions in the shortest 
possible time [12, 18].

Acute pathology resulted from the local cryoeff ect 
infl uences all parts of regulation, from general control 
systems to cells. In particular, in the work of G.A. 
Oliynyk [18] when studying the LCI proceeding in 
rats there were detected echinocytes, stomatocytes, 
schizocytes and a slowdown in cell motility was 
found, which, as the authors believe may indicate 
a disorder in energy supply due to ATP defi ciency.

During cold injury, the alterations in the mor-
phological characteristics of erythrocytes are obser-
ved [18], indicating a change in the osmotic resistance 
of these cells. To determine the osmotic resistan-
ce of erythrocytes, the eff ect of hypotonic solutions 
on them is widely used [21, 23, 25]. The transfer 
of erythrocytes to hypotonic media is accompanied 
by the water infl ow into the cells, as a result of 
which their volume increases and when the values 
of the critical hemolytic volume are exceeded, they 
are destroyed [9]. Osmotic resistance, which is 
characterized by the ability of erythrocytes to get 
water without hemolysis, depends, in particular, on 
the ratio of surface area to cell volume [9].

Assessment of osmotic resistance of erythro-
cytes is a classic test used in the diagnosis of erythro-
cytopathy (including hereditary spherocytosis, when 
erythrocytes become less resistant to hypotonic 
solutions as a result of cytoskeletal membrane protein 
pathology) [4]. Erythrocyte osmotic resistance is an 
important clinical tool when investigating the nume-
rous diseases such as diabetes [22], preeclampsia 
[5] and malaria [14], as well as in aging research [6, 
20], etc. The study of osmotic resistance of erythro-
cytes in LCI will reveal the response of cells pri-
marily responsible for gas exchange, to changes in 
the body during critical and post-traumatic states.

The research aim was to study the eff ect of local 
cold injury in rats on the osmotic resistance of 
erythrocytes in the early and late reactive terms.

Materials and methods
The study was performed in 6-month-old outbred 

male rats. The experiments were approved by the 
Bioethics Committee of the Institute for Problems 
of Cryobiology and Cryomedicine of the National 
Academy of Sciences of Ukraine and agreed with 
the main provisions of the Law of Ukraine ‘On 
Protection of Animals Against Cruelty’ (№ 3447-IV 
of February 21, 2006) and the European Convention 
for the Protection of Vertebrate Animals Used 
for Experimental and Other Scientifi c Purposes 
(Strasbourg, 1986).
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Матеріали та методи
Дослідження виконували на 6-місячних без-

породних щурах-самцях. Експерименти дозво-
лені комітетом з біоетики Інституту проблем 
кріобіології і кріомедицини НАН України та уз-
годжені з основними положеннями Закону Украї-
ни «Про захист тварин від жорстокого повод-
ження» (№ 3447–IV від 21.02.2006 р.) та «Євро-
пейської конвенції про захист хребетних тварин, 
які використовуються для експериментальних та 
інших наукових цілей» (Страсбург, 1986). 

Тварини були розділені на 4 групи (n = 10 у 
кожній), з яких 3 експериментальні (проводили 
ЛХТ) і контрольна (без ЛХТ) групи. Розподіл 
тварин за експериментальними групами зале-
жав від тривалості кріовпливу, який здійсню-
вали притисненням аплікатора до шкіри на лате-
ральній поверхні стегна щура протягом 30, 60 і 
120 с. 

Після кріовпливу здійснювали забір крові з 
аорти тварин через 1 і 4 годин (ранній реактив-
ний період), а також через 24 і 48 годин (пізній 
реактивний період). У якості антикоагулянту ви-
користовували гепарин (500 од/мл). Для анестезії 
тварин застосовували препарат «Телазол» (Zoetis 
Inc, США) в дозі 50 мг/кг внутрішньом’язово. 
У роботі використовували виготовлений у СКТБ 
ІПКіК НАН України кріоінструмент наливного 
типу з плоским мідним аплікатором діаметром 
8,0 мм, який активно охолоджується рідким азо-
том.

Еритроцити отримували шляхом триразового 
центрифугування цільної крові при 1000g про-
тягом 3 хв в 10-кратному об’ємі фізіологіч-
ного розчину (0,15 моль/л NaCl, 5 ммоль/л фос-
фатного буфера, pH 7,4). Лейкоцитарну плівку 
і супернатант видаляли шляхом аспірації.

Осмотичну резистентність (ОР) еритроцитів 
визначали за стійкістю клітин до гіпотонічних 
розчинів NaCl. Гіпотонічний лізис еритроцитів 
здійснювали шляхом перенесення клітинної су-
спензії в гіпотонічні середовища (40–100 ммоль/л 
NaCl) на 5 хв за температури 37°С з наступ-
ним центрифугуванням при 1000g протягом 3 хв. 
Рівень гемолізу еритроцитів визначали спект-
рофотометрично на довжині хвилі 543 нм. За 
100% брали поглинання проби, до якої дода-
вали детергент тритон Х-100 у концентрації 
0,1%. Усі використані в роботі середовища 
готували на 5 ммоль/л фосфатному буфері, 
рН 7,4.

Кут нахилу кривої осмотичної крихкості в 
ділянці різкого збільшення гемолізу розрахо-
вували за методикою, представленою в роботі 
T. Walski та співавт. [25]. 

Animals were divided into 4 groups (n = 10 in 
each), of which 3 experimental (with LCI perfor-
med) and control (without LCI) groups. The dist-
ribution of animals in the experimental groups depen-
ded on the duration of cryopreservation, which was 
carried out by pressing the applicator to the skin on 
the lateral surface of rat’s thigh for 30, 60 and 120 s. 

After cryoeff ect the blood was collected from 
the aorta of animals after 1 and 4 hours (early 
reactive term), as well as after 24 and 48 hours 
(late reactive term). Heparin (500 IU/ml) was used 
as an anticoagulant. Telazol (Zoetis Inc, USA) 
was administered to anesthetized animals at a dose 
of 50 mg/kg intramuscularly. The cryo-instrument 
of the liquid bulk type with a fl at copper applica-
tor of 8.0 mm diameter, which is actively cooled 
by liquid nitrogen, manufactured at the Special 
Construction and Designing Unit of the IPCC NAS 
of Ukraine, was used in this research. 

Erythrocytes were obtained by centrifuging the 
whole blood thrice at 1,000g for 3 min in 10-fold 
volume of saline (0.15 mol/L NaCl, 5 mmol/L 
phosphate buff er, pH 7.4). The leukocyte fi lm and 
supernatant were removed by aspiration.

Osmotic resistance (OR) of erythrocytes was 
examined by the one of cells to hypotonic NaCl 
solutions. Hypotonic lysis of erythrocytes was 
performed by transferring the cell suspension to 
hypotonic media (40–100 mmol/L NaCl) for 5 min 
at 37°C, followed by centrifugation at 1,000g for 
3 min. The level of hemolysis of erythrocytes 
was determined spectrophotometrically at a wave-
length of 543 nm. The absorption of the sample 
was assumed as 100%, to which detergent Triton 
X-100 was added at a concentration of 0.1%. All 
media used in the work were prepared with 5 mmol/L 
phosphate buff er, pH 7.4.

The slope of the osmotic fragility curve in the 
area of a sharp increase of hemolysis was calculated 
according to the method presented by T. Walski et al. 
[25]. 

The obtained experimental results were statis-
tically processed with the Statistica 10.0 software 
(StatSoft Inc., USA) using the non-parametric 
Kruskal-Wallis test. The diff erences were considered 
signifi cant at p < 0.05.

Results and discussion
Rats were exposed to LCI for 30 s, after that the 

blood was taken at diff erent time intervals (in the 
early and late reactive terms), erythrocytes were 
obtained and their OR was determined under 
hypotonic shock.

Fig. 1 shows that the dependence of hypotonic 
hemolysis of the control erythrocytes on the salt 
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Статистичну обробку отриманих експеримен-
тальних результатів проводили за допомогою 
програми «Statistica 10.0» (StatSoft Inc., США) з 
використанням непараметричного критерію Кра-
скела-Волліса. Відмінності вважали значущими 
при р < 0,05.

Результати та обговорення
Щурів піддавали дії ЛХТ протягом 30 с, піс-

ля чого здійснювали забір крові через різні часові 
інтервали (в ранньому та пізньому реактивних 
періодах), одержували еритроцити і визначали 
їх ОР за умов гіпотонічного шоку.

З рис. 1 видно, що залежність гіпотонічного 
гемолізу контрольних еритроцитів від концентра-
ції солі в середовищі має сигмоїдальний вигляд, 
що узгоджується з результатами, отриманими 
раніше [8, 25]. В інтервалі концентрацій NaCl 
80–100 ммоль/л гемоліз контрольних клітин був 
практично відсутній (до 10%). Початок розвит-
ку гіпотонічного гемолізу цих клітин спостері-
гався в середовищах із концентрацією NaCl нижче 
за 80 ммоль/л і збільшувався поки знижували-
ся значення моляльності гіпотонічних розчинів. 
Більшість еритроцитів після додавання солі 
в діапазоні концентрацій 50–80 ммоль/л пош-
коджувалася, а 100% загибель еритроцитів спо-
стерігалася в середовищі, що містило 40 ммоль/л 
NaCl. 

Під час перенесення в гіпотонічні розчини 
еритроцитів з крові щурів, підданих дії ЛХТ, 
характер концентраційної залежності був схо-
жий з контрольною групою, але мав деякі особ-
ливості. Концентраційні залежності гемолізу 
еритроцитів у ранній реактивний період після 
ЛХТ (рис. 1) зміщувався в бік менших значень 
концентрацій NaCl порівняно з контролем, при 
цьому тангенс кута нахилу цих залежностей 
не відрізнявся від контрольного значення (tg α = 
1,657). У разі забору крові через годину після 
ЛХТ значущі відмінності рівня гіпотонічного 
гемолізу еритроцитів спостерігалися майже в 
усьому концентраційному діапазоні солі порів-
няно з контролем, а через 4 години — тільки 
в середовищах, що містять 60–80 ммоль/л 
NaCl.

Отримані в пізньому реактивному періоді 
після ЛХТ дані представлено на рис. 2. Видно, 
що через 24 години рівень гемолізу еритро-
цитів не відрізнявся від контрольних значень 
у середовищах, що містять 40–60 ммоль/л NaCl. 
При цьому значущі відмінності було виявлено 
під час використання NaCl у концентраціях 70–
80 ммоль/л порівняно з контролем. Про це свід-
чить значення тангенса кута нахилу цієї залеж-

concentration in the medium has a sigmoidal 
appearance, that is consistent with the results 
obtained earlier [2, 25]. Within the range of NaCl 
concentrations of 80–100 mmol/L hemolysis of the 
control cells was practically absent (up to 10%). 
The onset of hypotonic hemolysis of these cells was 
observed in the media with NaCl concentrations 
below 80 mmol/L and increased while decreasing 
the molarity of hypotonic solutions. The bulk of 
erythrocytes after the addition of salt within the 
concentration range of 50–80 mmol/L was dama-
ged, and 100% their death was observed in a medium 
containing 40 mmol/L NaCl.

During the transfer to hypotonic solutions of 
erythrocytes from the blood of rats exposed to LCI, 
the nature of the concentration dependence was 
similar to the control group, but had some features.
Concentration dependences of erythrocyte hemolysis 
in the early reactive term after LCI (Fig. 1) was 
shifted towards lower values of NaCl concentra-
tions compared to the control, while the tangent 
of the inclination angle for these dependences did 
not diff er from the control value (tg α = 1.657). 
In the case of blood sampling one hour after LCI, 
signifi cant diff erences in the level of hypotonic 
hemolysis of erythrocytes were observed in almost 
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Рис. 1. Рівень гіпотонічного гемолізу еритроцитів 
крові щурів, забраної у ранньому реактивному 
періоді після кріоаплікації впродовж 30 с: контроль 
(●), забір крові через 1 (○) та 4 (▲) години; *,# — від-
мінності показників клітин, отриманих через 1 та 
4 години відповідно, значущі порівняно з контролем 
(р ˂ 0,05).

Fig. 1. Level of hypotonic hemolysis of erythrocytes 
of rat’s blood collected in the early reactive term after 
cryoapplication for 30 s: control (●), blood collection after 
1 (○) and 4 (▲) hours; *,# – signifi cant diff erences in cell 
parameters obtained after 1 and 4 hours, respectively, 
compared with the control (p ˂ 0.05).
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ності (tg α = 1,969), яке перевищує контрольну 
величину (tg α = 1,657). Слід зазначити, що не 
виявлено значущих відмінностей між рівнем 
гіпотонічного гемолізу еритроцитів (виділення 
яких здійснювали через 48 годин після ЛХТ) і 
показниками контрольних клітин у всьому кон-
центраційному діапазоні NaCl (рис. 2).

З вищевикладеного можна зробити висно-
вок, що в ранньому реактивному періоді (через 1 
і 4 години) після ЛХТ спостерігається підви-
щення ОР еритроцитів щурів. У той же час ОР 
еритроцитів у пізньому реактивному періоді 
або зачіпає вузький концентраційний діапазон 
(24 години), або не змінюється (48 годин).

Реакція біологічної системи на дію стресо-
вого чинника значною мірою залежить від сили 
і тривалості його впливу [5]. Тому наступний етап 
роботи пов’язаний з оцінкою ОР еритроцитів під 
час варіювання тривалості кріовпливу на орга-
нізм щурів. Для цього тривалість кріовпливу 
збільшили в 2–4 рази (60 і 120 с). Отримані експе-
риментальні дані представлено в табл. 1 і 2.

У табл. 1 подано значення гіпотонічного ге-
молізу еритроцитів після ЛХТ (тривалість кріо-
впливу 60 і 120 с) в ранній реактивний період. 
Видно, що при заборі крові у щурів через годи-
ну після ЛХТ спостерігається значуще знижен-
ня рівня гіпотонічного гемолізу еритроцитів у 
широкому діапазоні концентрацій NaCl (50–
80 ммоль/л). Через 4 години після ЛХТ відзна-
чалось незначне звуження концентраційної зони 
гіпотонічної стійкості клітин. У цьому випадку 
діапазон становив 60–80 ммоль/л NaCl.

Результати дослідження ОР еритроцитів у 
пізньому реактивному періоді (тривалість кріо-
впливу 60 і 120 с) наведено в табл. 2. Видно, 
що через 24 години спостерігалося різке зву-
ження діапазона концентрацій NaCl, у якому 
еритроцити проявляють стійкість. Значущі від-
мінності порівняно з контролем реєструва-
лися тільки в середовищі, що містить 70 ммоль/л 
NaCl. У максимально пізньому реактивному 
періоді (через 48 годин) величини гіпотонічно-
го гемолізу еритроцитів після ЛХТ зіставні з 
відповідними контрольними значеннями. Ймо-
вірно, нівелювання відмінностей між значен-
нями показників гіпотонічного гемолізу ерит-
роцитів у контрольній і експериментальних 
групах у пізньому реактивному періоді відоб-
ражає зменшення активності регуляторних
систем. Під час повернення метаболічних про-
цесів до нормального діапазону активності
зменшувалася потреба органів і тканин у кисні 
і глюкозі, доставлення яких забезпечували ерит-
роцити.

the entire range of salt concentrations compared 
to control, and after 4 hours this was only in media 
containing 60–80 mmol/L NaCl.

The data obtained in the late reactive term after 
LCI are presented in Fig. 2. It demonstrates that 
after 24 hours the level of hemolysis of erythro-
cytes did not diff er from the control values in the 
media containing 40–60 mmol/L NaCl. At the same 
time, strong diff erences were found when using 
NaCl at concentrations of 70–80 mmol/L compared 
to the control. This is evidenced by the value of 
the tangent of the inclination angle of this depen-
dence (tg α = 1.969), which exceeds the control 
value (tg α = 1.657). It should be noted that no 
signifi cant diff erences were found between the level 
of hypotonic hemolysis of erythrocytes (which 
were isolated 48 hours after LCI) and the indices 
for the control cells in the entire range of NaCl 
concentrations (Fig. 2).

From the above we can conclude that in the early 
reactive term (1 and 4 hours) after LCI there is an 
increase in the OR of rats’ erythrocytes. At the same 
time, the OR of erythrocytes in the late reactive pe-
riod either aff ects a narrow concentration range 
(24 hours) or does not change (48 hours).

The response of biological system to the action 
of a stress factor largely depends on the strength 

Рис. 2. Рівень гіпотонічного гемолізу еритроцитів 
крові щурів, забраної в пізньому реактивному 
періоді після кріоаплікації впродовж 30 с: контроль 
(●), забір крові через 24 (□) та 48 (◊) годин; * — від-
мінності показників клітин, отриманих через 24 го-
дини, значущі порівняно з контролем (р ˂ 0,05).

Fig. 2. Level of hypotonic hemolysis of erythrocytes 
of rat’s blood collected in the late reactive term after 
cryoapplication for 30 s: control (●), blood collection after 
24 (□) and 48 (◊) hours; * – signifi cant diff erences in cell 
parameters obtained after 24 hours, compared with the 
control (p ˂ 0.05).

Ге
м

ол
із

, %
H

e
m

o
ly

si
s,

%
 

Концентрація NaCl, ммоль/л
Concentration of NaCl, mmol/L

*

*



29проблеми  і 
problems of  and 

Слід звернути увагу, що реакція еритро-
цитів експериментальних тварин на знижен-
ня концентрації солі в середовищі не залежить 
від тривалості кріовпливу. Так, порівняльний 
аналіз величин гіпотонічного гемолізу еритро-
цитів крові у щурів, які піддавалися дії ЛХТ 
протягом 30, 60 і 120 с, не виявив значущих від-
мінностей. Оскільки ОР еритроцитів щурів не 
залежала від тривалості кріовпливу (в діапазоні 
від 30 до 120 с), то можна припустити, що склад-
на біологічна система, як-от організм тварини, 
максимально реагує навіть під час коротко-
часного (30 с) впливу низьких температур на 
шкіру і глибше розташовані тканини.

На розвиток термінової адаптації організму 
під дією стресового чинника впливають декіль-
ка взаємопов’язаних механізмів. Запуск цих 
механізмів здійснюється в результаті активації 
нервової і ендокринної систем і, як наслідок, 
значного збільшення в крові стресових гор-
монів, що активують функцію, а також катабо-
лічні процеси гормонів і нейромедіаторів (адре-
налін, норадреналін, глюкагон, глюко- і міне-
ралокортикоїди, тиреоїдні гормони тощо) [18]. 
Ці речовини можуть впливати на еритроцити як 
безпосередньо, так і опосередковано шляхом 
запуску каскадних реакцій в організмі. 

За допомогою тесту на ОР еритроцитів мож-
на визначити гетерогенність еритроцитарної 
популяції. Відомо, що мінімальну резистент-

and duration of its impact [18]. Therefore, the next 
step was to evaluate the erythrocyte OR when va-
rying the duration of cryoifl uence in rats. To do this, 
the duration of cryopreservation was prolonged 
by 2–4 times (60 and 120 s). The obtained experi-
mental data are presented in Tables 1 and 2.

Table 1 shows the values of hypotonic hemolysis 
of erythrocytes after LCI (cryoinfl uence duration 
of 60 and 120 s) in the early reactive term. It is 
apparent that a signifi cant decrease in the level 
of hypotonic hemolysis of erythrocytes in a wide 
range of NaCl concentrations (50–80 mmol/L) is obser-
ved during blood sampling in rats one hour after LCI. 
In 4 hours after LCI, there was a slight narrowing 
of the concentration zone of hypotonic cell stability. 
In this case, the range was 60–80 mmol/L NaCl.

The research results of erythrocytes in the 
late reactive term (60 and 120 s duration of 
cryoinfl uence) are presented in Table 2. It shows 
that after 24 hours there was a sharp narrowing 
of the range of NaCl concentrations in which 
erythrocytes reveal a resistance. Signifi cant diff eren-
ces compared to the control were recorded only 
in the medium containing 70 mmol/L NaCl. In the 
most late reactive term (48 hours) the values of 
hypotonic hemolysis of erythrocytes after LCI 
are comparable with the corresponding control 
values. It is likely that the leveling of diff erences 
between the values of hypotonic hemolysis of 
erythrocytes in the control and experimental groups 

Примітка: * – значущі відмінності порівняно з контролем, р ˂ 0,05.

Note: *– diff erences are signifi cant if compared with the control, р < 0.05. 

Таблиця 1. Рівень гіпотонічного гемолізу еритроцитів крові щурів, забраної в ранньому реактивному періоді 
(через 1 і 4 години) після кріоаплікації впродовж 60 та 120 с

Table 1. Level of hypotonic hemolysis of erythrocytes of rat blood collected in the early reactive term 
(1 and 4 hours) after cryoapplication for 60 and 120 s

Концентрація NaCl, ммоль/л 
Concentration of NaCl, mmol/L

Гемоліз, % 
Hemolysis, % 

Контроль 
Control

1 година 
1 hrs

4 години 
4 hrs

60 с 
60 s

120 с 
120 s

60 с 
60 s

120 с 
120 s

40 98,9 ± 0,7 96,4 ± 1,3 97,0 ± 1,2 98,3 ± 2,3 98,3 ± 2,3

50 92,8 ± 1,5 85,8 ± 3,5* 87,1 ± 3,4* 93,7 ± 4,2* 91,3 ± 4,6*

60 76,3 ± 2,3 59,4 ± 4,9* 58,1 ± 1,9* 62,3 ± 3,2* 62,6 ± 5,2*

70 39,2 ± 2,0 19,7 ± 1,3* 17,0 ± 2,1* 19,1 ± 2,2* 17,9 ± 2,2*

80 9,5 ± 2,3 4,5 ± 1,0* 3,4 ± 0,5* 3,1 ± 1,3* 2,4 ± 0,7*

100 1,6 ± 0,5 0,5 ± 0,5 3,4 ± 0,5 0,1 ± 0,3 0,3 ± 0,5
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ність мають старі еритроцити, а максимальну — 
молоді [16]. Ймовірно, що виявлене в нашій ро-
боті підвищеня ОР еритроцитів до гіпотонічних 
середовищ у ранній реактивний період (через 
1 і 4 години) після ЛХТ (див. табл. 1) обумовлене 
появою стійкої фракції молодих еритроцитів, що 
надійшли з депо в кровоносне русло [1]. Загасан-
ня реакції еритроцитів у пізньому реактивному 
періоді на зміну тонічності середовища свідчить 
про те, що збільшення ОР еритроцитів у ранньо-
му реактивному періоді більшою мірою залежить 
від зміни стану їх мембран, зокрема, під дією 
гормонів. У роботі Л.Є. Паніна [6] показано, 
що гормони стресу (адреналін, кортизол, нора-
дреналін) у результаті зв’язування з еритроци-
тарними мембранами викликають у них струк-
турні переходи. Це призводить до утворення в 
мембрані еритроцитів щурів складних білок-
ліпідних доменів із підвищеною мікров’яз-
кістю.

Збільшення ОР еритроцитів щурів у ранній 
реактивний період (1 і 4 години) після ЛХТ (див. 
рис. 1) може бути пов’язане зі зміною морфофунк-
ціональних характеристик мембран клітин під 
дією гормонів. Зокрема, Г.В. Крисова та співавт. 
[2] вивчали in vitro ОР еритроцитів людини в при-
сутності різних концентрацій адреналіну і вияви-
ли його подвійний вплив на клітини: в низьких 
концентраціях гормон знижує ОР еритроцитів, 
а в високих — підвищує.

in the late reactive term refl ects a decreased ac-
tivity of regulatory systems. As metabolic proces-
ses returned to the normal range of activity, the 
need of organs and tissues for oxygen and glucose, 
which were delivered by erythrocytes, decreased.

It should be noted that the response of erythrocytes 
of experimental animals to the salt concentration 
reduction in the medium does not depend on the 
duration of cryoinfl uence. Thus, a comparative 
analysis of the values of hypotonic hemolysis of 
erythrocytes in the rats exposed to LCI for 30, 60 
and 120 s, did not reveal signifi cant diff erences. 
Since the rats’ erythrocyte OR did not depend 
on the duration of cryoinfl uence (in the range from 
30 to 120 s), it can be assumed that a complex 
biological system, such as an animal, responds maxi-
mally even during short (30 s) exposure to low 
temperatures on the skin and deeper tissues.

The development of the body’s immediate 
adaptation to stress is infl uenced by several interrelated 
mechanisms. These mechanisms are triggered by 
activation of the nervous and endocrine systems 
and, as a consequence, a signifi cant increase in blood 
stress-activating hormones, as well as catabolic pro-
cesses of hormones and neurotransmitters (adre-
naline, noradrenaline, glucagon, gluco- and mine-
ralocorticoids, thyroid hormones, etc.) [15]. These 
substances can aff ect erythrocytes both direc-
tly and indirectly by triggering cascading reactions 
in the body.

Таблиця 2. Рівень гіпотонічного гемолізу еритроцитів крові щурів, забраної в пізньому реактивному періоді 
(через 24 і 48 годин) після кріоаплікації впродовж 60 та 120 с

Table 2. Level of hypotonic hemolysis of erythrocytes of rat blood collected in the late reactive term 
(24 and 48 hours) after cryoapplication for 60 and 120 s

Концентрація NaCl, ммоль/л 
Concentration of NaCl, mmol/L

Гемоліз, % 
Hemolysis, % 

Контроль 
Control

24 години 
24 hrs

48 годин 
48 hrs

60 с 
60 s

120 с 
120 s

60 с 
60 s

120 с 
120 s

40 98,9 ± 0,7 98,5 ± 1,1 98,4 ± 1,0 98,5 ± 1,2 98,4 ± 1,4

50 92,8 ± 1,5 93,1 ± 2,0 89,5 ± 2,8 95,9 ± 1,8 96,2 ± 1,9

60 76,3 ± 2,3 76,0 ± 3,8 71,6 ± 6,9 78,5 ± 2,8 79,1 ± 3,6

70 39,2 ± 2,0 29,9 ± 1,7* 30,0 ± 1,1* 38,8 ± 3,8 35,1 ± 3,7

80 9,5 ± 2,3 6,6 ± 0,8 6,5 ± 0,7 8,9 ± 1,4 8,9 ± 1,4

100 1,6 ± 0,5 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,1 ± 0,7 1,1 ± 0,9

Примітка: * – значущі відмінності порівняно з контролем, р ˂ 0,05.

Note: *– diff erences are signifi cant if compared with the control, р < 0.05. 
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На адаптацію й гіперфункцію органів в умо-
вах розвитку алостазу суттєво впливає збільшен-
ня вмісту в тканинах і клітинах місцевих «мобі-
лізаторів» функцій: Са2+, деяких цитокінів, пепти-
дів, нуклеотидів та ін. [18]. Адреналін здатний 
підсилювати транслокацію аквапоринів 3 [24] 
і 5 [15], що може обумовлюватися підвищен-
ням внутрішньоклітинної концентрації іонів Са2+ 

[15]. У роботі V.L. Lew та співавт. [16] було по-
казано, що під час навантаження еритроцитів 
Са2+ (у концентрації 50 мкмоль/л) спостерігаєть-
ся підвищення ОР еритроцитів, що пов’язують 
зі зміною стану цитоскелет-мембранного ком-
плексу за рахунок активації Са2+-сигнального 
шляху.

Механічні властивості мембрани (еластич-
ність та її стабільність) визначаються білок-
білковими взаємодіями, в яких бере участь білок 
смуги 4.1 [4, 21]. На сьогодні проводяться дос-
лідження з виявлення чинників, що регулюють 
вищезазначені взаємодії, зокрема фосфорилю-
вання білка 4.1 мембранними протеїнкіназами 
[13]. Результати цих досліджень свідчать про те, 
що фосфорилювання білка 4.1 може призводити 
до релаксації спектринового цитоскелета і фор-
мування більш пластичної мембранної структури 
разом із підвищенням деформованості клітини 
в цілому [13].

Загалом, наслідки ЛХТ шкіри щурів можна 
розглядати згідно з теорією алостазу, розвит-
ком змін на різних рівнях організації живої ма-
терії для підтримки гомеостазу в умовах нав-
колишнього середовища, що змінюються. Ви-
користання гіпотонічного шоку в якості тесту 
для визначення стану клітини дозволило виявити 
підвищення ОР еритроцитів, що свідчить про 
зміну мембрани еритроцитів в умовах кріовпливу 
на організм щурів. Ці зміни можна оціню-
вати як адаптивні реакції, що мають алостазну 
природу.

Надалі перспективним є вивчення можливості 
використання показника ОР еритроцитів для 
оцінки алостатичної відповіді організму на трав-
му, викликану холодом.

Висновки
Таким чином, локальна холодова травма, 

викликана кріовпливом на шкіру стегна щурів, 
призводить до зміни осмотичної резистентності 
еритроцитів. Показано, що осмотична резистент-
ність еритроцитів в ранньому реактивному пе-
ріоді (через 1 і 4 години після кріовпливу) збіль-
шується порівняно з контрольними клітинами. 
У пізньому реактивному періоді показники осмо-
тичної резистентності еритроцитів через 24 го-

Erythrocyte OR can be used to determine the 
heterogeneity of their population. It is known 
that old erythrocytes have minimal resistance and 
young cells have maximum one [13]. The increase 
in erythrocyte OR to hypotonic media in the early 
reactive term (1 and 4 hours) after LCI (see Table 1) 
revealed in our work is likely due to the appearance 
of a stable fraction of young erythrocytes entering 
the bloodstream from the depot [8]. Attenuation 
of the response of erythrocytes in the late 
reactive term to changes in the medium toni-
city indicates that the increase in erythrocytes in 
the early reactive term depends largely on changes 
in the state of their membranes, in particular 
under the action of hormones. The research of 
L.Ye. Panina [19] showed that stress hormones 
(adrenaline, cortisol, norepinephrine) caused struc-
tural transitions in them by binding to erythrocyte 
membranes. This results in the formation of comp-
lex protein-lipid domains with increased micro-
viscosity in the rat erythrocyte membrane.

An increase in rat erythrocyte OR in the early 
reactive term (1 and 4 hours) after LCI (see 
Fig. 1) may be associated with changes in the 
morphofunctional characteristics of hormone cell 
membranes. In particular, A.V. Krysova et al. 
[11] studied in vitro the human erythrocyte OR in 
the presence of diff erent concentrations of ad-
renaline and found its double eff ect on cells: at low
concentrations the hormone reduced the OR of 
erythrocytes, and at high concentrations it increased.

The adaptation and hyperfunction of organs 
during allostasis development is signifi cantly 
infl uenced by the increased content of local ‘mo-
bilizers’ of functions in tissues and cells: Ca2+, 
some cytokines, peptides, nucleotides, etc. [15]. 
Adrenaline is able to enhance the translocation of 
aquaporins 3 [24] and 5 [10], that may be due to 
increased intracellular concentration of Ca2+ ions 
[10]. The report of V.L. Lew et al. [13] demon-
strated that during loading of erythrocytes with 
Ca2+ (at a concentration of 50 μmol / l) there was a 
rise in the OR of erythrocytes, which was associated 
with altered state of the cytoskeletal membrane 
complex due to activation of Ca2+ signaling pathway.

The mechanical properties of the membrane 
(elasticity and its stability) are determined by protein-
protein interactions in which the band 4.1 protein 
is involved [17, 21]. To date, the studies are being 
performed to identify the factors regulating the 
above interactions, in particular, phosphorylation 
of protein 4.1 by membrane protein kinases [7]. 
The results of these investigations suggest that 
phosphorylation of protein 4.1 may lead to relaxation 
of the spectral cytoskeleton and formation of a more 
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plastic membrane structure along with increased 
deformability of the cell as a whole [7].

In general, the eff ects of LCI on rat’s skin can 
be considered from the standpoint of the theory of 
allostasis, the process of development of changes 
at diff erent levels of living matter organization to 
maintain homeostasis in changing environments. 
The use of hypotonic shock to test a cell state 
revealed an increased OR, that indicated a change 
in the membrane of erythrocytes under conditions of 
cryogenic eff ects on the body of rats. These changes 
can be assessed as adaptive responses of allostatic 
nature.

Further promising is the investigation of the 
possibility of using the OR of erythrocytes to assess 
the body’s allostatic response to cold-caused injury.

Conclusions
Thus, local cold injury caused by cryoinfl uence 

on the skin of rats’ thighs led to changes in the 
osmotic resistance of erythrocytes. It is shown that 
the osmotic resistance of erythrocytes in the early 
reactive term (1 and 4 hours after cryoinfl uence) 
increased compared with the control cells. In the 
late reactive term, the indices of osmotic resistance 
of erythrocytes after 24 hours approached the 
control values and after 48 hours reached the norm. 
Prolonged time of blood collection after local 
cold injury of rats narrows the concentration range 
of sodium chloride, by manifesting the strong  
diff erences in the values of hypotonic hemolysis of 
erythrocytes. Osmotic resistance of erythrocytes in 
both reactive terms does not depend on the duration 
of cryoinfl uence (30, 60, 120 s).

дини наближаються до контрольних значень 
і через 48 годин досягають норми. Зі збільшен-
ням терміну забору крові після локальної холо-
дової травми щурів звужується концентраційний 
діапазон хлориду натрію, в якому реєструються 
значущі відмінності величин гіпотонічного ге-
молізу еритроцитів. Осмотична резистентність 
еритроцитів в обох реактивних періодах не зале-
жить від тривалості кріоаплікації (30, 60, 120 с). 
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