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Реферат: У роботі досліджено вплив поверхнево активних речовин, які належать до різних класів амфіфільних сполук 
(катіонний трифторперазин (ТФП), аніонний децилсульфат натрію (С10) та неіонний децил-β,D-глюкопіранозид (ДГП)), на 
рівень пошкодження еритроцитів людини під час дії постгіпертонічного шоку (ПГШ) та видалення гліцерину із клітин, замороже-
них до –196°С. Усі амфіфільні сполуки в низьких концентраціях (за яких антигемолітична активність дорівнює приблизно 45% 
в умовах ПГШ клітин) проявляють однакову ефективність при видаленні гліцерину з розморожених клітин. Встановлено, 
що серед амфіфільних сполук в ефективних концентраціях максимальну антигемолітичну активність (АГмакс) проявляють 
ДГП (74%) під час видалення гліцерину із розморожених клітин та С10 (74%) в умовах ПГШ еритроцитів, у той час як показни-
ки АГмакс активності ТФП сумірні в обох вищевказаних випадках. Особливістю прояву ефективності С10 за умов дегліцери-
нізації кріоконсервованих еритроцитів є майже однакова антигемолітична активність при використанні в обох концентраціях. 
Методом протокової цитофлуоримерії показано, що кількість аннексин-мічених клітин як у фізіологічному розчині, так в умовах 
ПГШ залежить від концентрації С10. 

Ключові слова: заморожування, кріопротектор, еритроцити, постгіпертонічний шок, гліцерин, дегліцеринізація, амфіфільні 
сполуки.

Abstract: In this research the eff ect of surface-active substances belonging to diff erent classes of amphiphilic compounds 
(cationic trifl uoperazine (TFP), anionic sodium decyl sulfate (C10) and nonionic decyl-β,D-glucopyranoside (DGP)) on the level 
of damage of human erythrocytes during posthypertonic shock (PHS) and glycerol removal from cells frozen to –196°C was study. 
All amphiphilic compounds in low concentrations (at which the antihemolytic activity is approximately 45% under the conditions 
of PHS cells) show the same effi  ciency when removing glycerol from thawed cells. It was established that among amphiphilic 
compounds in eff ective concentrations the maximum antihemolytic (AHmax) activity was shown by DGP (74%) during the removal 
of glycerol from thawed cells and C10 (74%) under conditions of PHS of erythrocytes, while the AHmax activity indicators of TFP 
were comparable in both cases. A feature of the eff ectiveness of C10 under the conditions of deglycerolization of cryopreserved 
erythrocytes is almost the same AH when used in both concentrations. The method of fl ow cytometry showed that the amount 
of annexin-labeled cells depended on the concentration of C10 both in physiological solution and under PHS conditions.

Key words: freezing, cryoprotective agent, erythrocytes, posthypertonic shock, glycerol, deglycerolization, amphiphilic 
compounds.
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Наразі єдиним підходом для довгострокового 
зберігання компонентів крові є кріоконсервуван-
ня [9, 19, 29]. За умов зберігання при наднизьких 
температурах клітини не пошкоджуються, тому 
що уповільнюється їх метаболізм, і, як наслідок, 
метаболіти не втрачаються [9, 11]. Оскільки кліти-
ни перебувають у стабільному стані, то їх можна 
зберігати впродовж багатьох років. Відкриття 
гліцерину як кріопротектора стало основою для 
заморожування клітин, що може забезпечити за-
паси донорської крові через збільшення попиту на 

Currently, cryopreservation is the only approach 
for long-term storage of blood components [3, 
17, 28]. During storage at ultra-low temperatures, 
cells are not damaged, because their metabolism 
slows down, and, as a result, there is no loss of 
metabolites [3, 6]. Since the cells are in a stable 
state, they can be stored for many years. The 
discovery of glycerol as a cryoprotective agent 
(CPA) laid the basis for freezing the cells, that can 
provide supplies of donor blood due to its increased 
demand in extreme situations. In addition, the use 
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неї в екстремальних ситуаціях. Крім того, засто-
сування гліцерину для кріоконсервування ком-
понентів крові дозволяє підтримувати запаси 
аутологічних клітин та донорських еритроцитів 
з рідкісними фенотипами [4, 11, 19, 28].

Для швидкого заморожування еритроцитів 
людини використовують кріоконсерванти на ос-
нові гліцерину, в складі яких його об’ємна част-
ка становить 30 і 40%. Заморожену еритромасу 
зберігають у рідкому азоті (–196°С) протягом 
10 років. Повільне заморожування еритроцитів 
донорської крові та їхнє подальше зберігання 
здійснюються в морозильних повітряних каме-
рах, які забезпечують помірно низькі температу-
ри (від –40 до –80°С). При зберіганні еритромаси 
за –80°С використовують 57%-й розчин глі-
церину, а за помірної температури –40°С — 
гліцерин у кінцевій концентрації приблизно 40% 
[1].

Гліцерин — проникний кріопротектор, тому 
після розморожування еритроцитів необхідне 
його видалення з клітин. Дегліцеринізація ери-
троцитів супроводжується видаленням пошкод-
жених клітин, вільного гемоглобіну, калію та/або 
білка [30], тому стан суспензії еритроцитів перед 
трансфузією більш якісний, ніж після гіпотер-
мічного зберігання, протягом якого втрачається 
2,3-дифосфогліцерат, АТФ та ін., що, зокрема, 
супроводжується зниженням функціональної ак-
тивності еритроцитів та зміною їхньої здатності 
до деформації та агрегації [10, 13, 27]. Для ви-
далення гліцерину з розморожених еритроцитів 
розроблені та застосовуються декілька методик, 
але вони потребують подальшого вдосконалення 
[7, 20–22].

Показано, що катіонна амфіфільна сполука 
(хлорпромазин, ХПР) здатна знижувати гемоліз 
еритроцитів при видаленні гліцерину з розморо-
жених клітин [26]. Враховуючи цей факт, доціль-
но було з’ясувати ефективність амфіфільних спо-
лук, які відносяться до різних класів поверхнево 
активних речовин [8], на етапі видалення гліцери-
ну з кріоконсервованих еритроцитів. 

Мета роботи — порівняльний аналіз ефектив-
ності катіонного трифторперазину, аніонного де-
цилсульфату натрію і неіонного децил-β,D-глю-
копіранозиду на етапі дегліцеринізаціі еритроци-
тів людини, попередньо заморожених до –196°С 
під захистом гліцерину (15%).

Матеріали та методи
Для дослідження використовували еритроци-

ти, отримані зі свіжозібраної крові групи А (II)+ 

чоловіків. Кров була надана Харківським облас-
ним центром служби крові. Еритроцити люди-

of glycerol for cryopreservation of blood com-
ponents makes it possible to maintain the stocks of 
autologous cells and donor erythrocytes with rare 
phenotypes [6, 17, 21, 27].

For quick freezing of human erythrocytes, 
the cryopreservatives based on glycerol are 
applied, in which its volume fraction is 30 and 
40%. Frozen erythromass is stored in liquid 
nitrogen (–196°С) for 10 years. Erythrocytes of donor 
blood are slowly frozen and further storage in freezing 
air chambers, providing moderately low temperatures 
(from –40 to –80°C). Also a 57% glycerol solution 
is used to store the erythromass at –80°C, and 
at a moderate temperature of –40°C, glycerol in 
a fi nal concentration of approximately 40% is ap-
plied [9].

Glycerol is a permeable CPA, so after erythro-
cytes’ warming it is necessary to remove it from 
the cells. Deglycerolization of erythrocytes is 
accompanied by the removal of damaged cells, free 
hemoglobin, potassium and/or protein [29], so the 
state of the erythrocyte suspension before trans-
fusion is of higher quality than after hypothermic 
storage, during which 2,3-diphosphoglycerate, ATP, 
etc. are lost that, in particular, is accompanied by 
a reduced functional activity of erythrocytes and 
a change in their ability to deform and aggregate [7, 
10, 26]. Several techniques have been developed 
and exploited to remove glycerol from thawed 
erythrocytes, but they require further improvement 
[1, 18–20].

Cationic amphiphilic compound (chlorproma-
zine, CPR) has been shown to reduce hemolysis 
of erythrocytes when removing glycerol from the 
warmed cells [25]. Considering this fact, it was 
expedient to fi nd out the eff ectiveness of amphiphilic 
compounds belonging to diff erent classes of 
surfactants [2] at the stage of removing glycerol 
from cryopreserved erythrocytes.

The purpose of this research was to compa-
ratively analyze the eff ectiveness of cationic 
trifl uoperazine, anionic sodium decyl sulfate, and 
nonionic decyl-β,D-glucopyranoside at the stage 
of deglycerolization of human erythrocytes pre-
frozen to –196°С under the protection of glycerol 
(15%).

Materials and methods
For the study, erythrocytes obtained from 

freshly collected blood of group A (II)+ men were 
used. The blood was provided by the Kharkiv 
Regional Blood Service Center. Human erythro-
cytes were precipitated by serial centrifugation 
at 3,000 rpm (centrifuge OPn-3U4.2 ‘Dastan’, 
Kyrgyzstan) twice and once at 1,500 rpm for 3 
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ни осаджували шляхом серійного центрифугу-
вання при 3000 об/хв (центрифуга ОПн–3У4.2 
«Дастан», Киргистан) дворазово і одноразо-
во при 1500 об/хв упродовж 3 хв у 10-кратному 
об’ємі фізіологічного розчину (0,15 моль/л NaCl, 
5 ммоль/л фосфатний буфер, pH 7,4). Для кріо-
консервування еритроцитів використовували 
кріоконсервант, розрахований на об’єм 1000 мл, 
такого складу: 300 мл гліцерину; 40 г маніту; 7 г 
натрію хлориду; 0,3 г натрію фосфату двозамі-
щеного. Кріоконсервант додавали крапельно до 
еритроцитів у співвідношенні 1:1 (за масою) при 
постійному перемішуванні за  температури 20–
22°С упродовж не більше 10 хв. Для еквілібрації
еритроцитів з кріоконсервантом суспензію за-
лишали на 5–10 хв за постійного перемішуван-
ня. Кінцева концентрація гліцерину становила 
15%. Зразки суспензії еритроцитів заморожували 
в поліетиленових ампулах об’ємом 2,0 мл шля-
хом занурення у рідкий азот (–196ºС), розмо-
рожували — у водяній ванні (40–42°С) при 
постійному погойдуванні продовж 2–3 хв до 
зникнення твердої фази. Для видалення кріо-
протектора застосовували сольові розчини, які 
додавали до еритроцитів у співвідношенні 1:1. 
Після ретельного перемішування суспензію цен-
трифугували. На першому етапі дегліцериніза-
ції (середовище 1) застосовували розчин NaCl 
у концентрації 0,6 моль/л, на другому і третьому 
етапах — 0,15 моль/л NaCl (середовища 2 і 3 від-
повідно) [1].

Постгіпертонічний шок (ПГШ) еритроцитів 
здійснювали шляхом ізотермічного їх перене-
сення з гіпертонічного розчину (середовище 
дегідратації; 1,65 моль/л NaCl, 5 ммоль/л фос-
фатний буфер, pH 7,4) в ізотонічний (середо-
вище регідратації; 0,15 моль/л NaCl, 5 ммоль/л 
фосфатний буфер, pH 7,4) за температури 0°С. 
Час інкубування еритроцитів у середовищах де-
гідратації становив 20 хв, регідратації ― 5 хв [25]. 

Вміст гемоглобіну у супернатанті визначали 
спектрофотометричним методом при довжині 
хвилі 543 нм і виражали у відсотках по відношен-
ню до 100%-го гемолізу еритроцитів. За 100% 
приймали поглинання в пробах, в які додава-
ли детергент тритон Х-100 у концентрації 0,1%. 
Гематокрит у досліджуваних зразках становив 
0,4%.

У роботі досліджували амфіфільні сполуки, 
які належать до різних класів поверхнево актив-
них речовин: катіонних, аніонних та неіонних. 
В якості катіонної амфіфільної сполуки викори-
стовували трифторперазин (ТФП), аніонної — 
децилсульфат натрію (С10) та неіонної — децил- 
β,D-глюкопіранозид (ДГП).

min in a 10-fold volume of physiological solu-
tion (0.15 mol/L NaCl, 5 mmol/L phosphate buff er, 
pH 7.4). For cryopreservation of erythrocytes, 
a cryopreservative  designed for a volume of 1,000 ml 
was used, with the following composition: 300 ml 
of glycerol; 40 g of mannitol; 7 g of sodium chloride; 
0.3 g of disubstituted sodium phosphate. The cryo-
preservtive was added dropwise to erythrocytes 
in a ratio of 1:1 (m/m) with constant stirring 
at 20–22°C for not longer than 10 min. For equi-
libration of erythrocytes with cryopreservative, 
the suspension was left for 5–10 min with constant 
stirring. The fi nal concentration of glycerol was 
15%. Samples of erythrocyte suspension were fro-
zen in 2.0 ml polyethylene ampoules by immersion 
in liquid nitrogen (–196ºС), warmed in a water 
bath (40–42°С) with constant shaking for 2–3 
min until the solid phase disappeared. To remove 
the CPA we used salines, which were added 
to erythrocytes in a 1:1 ratio. After thorough 
mixing, the suspension was centrifuged. At the 
fi rst stage of deglycerolization (medium 1), a NaCl 
solution was used at a concentration of 0.6 mol/L, 
at the second and third stages – 0.15 mol/L NaCl 
(media 2 and 3, respectively) [9].

Posthypertonic shock (PHS) of erythrocytes 
was initiated by isothermal transferring them 
from a hypertonic solution (dehydration medium; 
1.65 mol/L NaCl, 5 mmol/L phosphate buff er, 
pH 7.4) to an isotonic solution (rehydration me-
dium; 0.15 mol/L NaCl, 5 mmol/L phosphate buff er, 
pH 7.4) at a temperature of 0°С. The incubation 
time of erythrocytes in dehydration media was 
20 min, the rehydration one made 5 min [24].

Hemoglobin content in the supernatant was 
spectrophotometrically determined at a 543 nm 
wavelength and expressed as a percentage in rela-
tion to 100% hemolysis of erythrocytes. 100% 
was assumed as absorption in samples to which 
Triton X-100 detergent was added at a concentra-
tion of 0.1%. The hematocrit in the studied samples 
was 0.4%.

Amphiphilic compounds that belong to diff erent 
classes of surfactants: cationic, anionic, and nonionic 
were studied in the work. Trifl uoperazine (TFP) 
was used as a cationic amphiphilic compound, 
sodium decyl sulfate (С10) as an anionic compound, 
and decyl-β,D-glucopyranoside (DGP) as a non-
ionic compound.

To evaluate and compare the eff ectiveness of 
the studied amphiphilic compounds under the 
conditions of erythrocyte PHS, the following con-
cepts were used: antihemolytic (AH) activity, maxi-
mum antihemolytic (AH

max
) activity, plateau and 

eff ective concentrations [5]. The AH of amphiphilic 
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Для оцінки і порівняння ефективності дії до-
сліджуваних амфіфільних сполук за умов ПГШ 
еритроцитів користувалися поняттями: анти-
гемолітична (АГ) активність, максимальна антиге-
молітична (АГ

макс
) активність, плато і ефектив-

ні концентрації [5]. Антигемолітичну активність 
(АГ) амфіфільних сполук визначали як відсоток 
зниження гемолізу клітин у присутності речовин 
по відношенню до гемолізу в пробі, що не містить 
амфіфіл, і розраховували за формулою: 

          АГ                         ,

де k — величина гемолізу еритроцитів при від-
сутності амфіфільних речовин; а — величина 
гемолізу еритроцитів у присутності амфіфільних 
речовин.

Під час розрахування значення АГ
макс

 актив-
ності в наведеній формулі показник а відпо-
відає  мінімальній величині гемолізу еритроцитів 
у присутності амфіфільних речовин. 

Плато визначали як діапазон концентрацій 
амфіфільних сполук, в межах якого спостері-
гається мінімальний рівень гемолізу еритро-
цитів, а ефективну концентрацію — як концентра-
цію речовини, що відповідає середині плато.

Методом протокової цитофлуорометрії оціню-
вали порушення асиметрії мембран еритроцитів 
за допомогою набору «Annexin V FITC Apoptosis 
Detection Kit» (Becton Dickinson, США) [25]. 
Експеримент проводили у двох варіантах. У пер-
шому варіанті еритроцити людини інкубували 
20 хв за температури 0°С у фізіологічному роз-
чині, який містив 180 або 400 мкмоль/л С10. 
Контролем були клітини, які інкубували у фізіо-
логічному розчині за відсутності С10. У другому 
варіанті еритроцити людини піддавали дії ПГШ 
(за температури 0°С), при цьому амфіфільна 
сполука була присутня у середовищі регідрата-
ції перед внесенням в нього клітин. Контролем 
були еритроцити після дії ПГШ за відсутності 
амфіфільної сполуки.

Статистичну обробку отриманих експери-
ментальних результатів проводили за допомо-
гою програми «Statistica 6.0» (StatSoft Inc., США). 
Експериментальні дані представлені у вигляді 
медіани (Ме). Статистичну значущість відмін-
ностей досліджуваних числових показників пе-
ревіряли з використанням T-критерію Вілкоксона. 
Відмінності вважали значущими при р ≤ 0,05.

Результати та обговорення
Після розморожування рівень гемолізу ери-

троцитів не перевищував 5%. Значення гемолі-
зу еритроцитів під час процедури поетапного 

compounds was determined as a percentage of 
the decrease in hemolysis of cells in the presence 
of substances in relation to hemolysis in a sample 
that did not contain an amphiphile, and was calcu-
lated according to the formula:

      АH                         , 

where k is the value of hemolysis of erythrocytes 
with no amphiphilic substances; and – a the value 
of hemolysis of erythrocytes with amphiphilic 
substances.

When calculating the value of AH
max

 activity 
in the given formula, the index a corresponded to 
the minimum value of hemolysis of erythrocytes 
in the presence of amphiphilic substances.

The plateau was defi ned as the concentration 
range of amphiphilic compounds within which the 
minimum level of erythrocyte hemolysis was obser-
ved, and the eff ective concentration was defi ned 
as the concentration of the substance corresponding 
to the middle of the plateau.

The asymmetry of erythrocyte membranes 
was assessed by means of fl ow cytometry using 
the ‘Annexin V FITC Apoptosis Detection Kit’ 
(Becton Dickinson, USA) [24]. The experiment 
was performed in two versions. In the fi rst one, 
human erythrocytes were incubated for 20 min at 
a temperature of 0°C in a physiological solution 
containing 180 or 400 μmol/L C10. The control 
was cells, incubated in physiological solution 
in the absence of C10. In the second variation, 
human erythrocytes were exposed to PHS (at 
a temperature of 0°C), while the amphiphilic 
compound was present in the rehydration medium 
before introducing cells into it. The control 
was erythrocytes after the eff ect of PHS in the 
absence of an amphiphilic compound.

The obtained experimental results were sta-
tistically processed using the ‘Statistica 6.0’
software (StatSoft Inc., USA). Experimental data 
were presented as median (Me). The signifi cance 
of the diff erences of the studied numerical indices 
was verifi ed with the Wilcoxon T-test. Diff erences 
were considered signifi cant at p ≤ 0.05.

Results and discussion
After warming, the level of erythrocyte hemo-

lysis did not exceed 5%. The value of hemolysis 
of erythrocytes during the procedure of stepwise 
removal of glycerol from cells using saline 
media is shown in Fig. 1. It can be seen that when 
media 1 (0.6 mol/L NaCl) and 3 (0.15 mol/L NaCl) 
were used, the level of erythrocyte hemolysis 
did not exceed ~7%. At the second stage of removing 

100%
k a

k


 

100%
k a

k


 
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видалення гліцерину з клітин із використанням 
сольових середовищ наведено на рис. 1. Видно, 
що у разі застосування середовищ 1 (0,6 моль/л 
NaCl) і 3 (0,15 моль/л NaCl) рівень гемолізу 
еритроцитів не перевищував ~7%. На друго-
му етапі видалення гліцерину з клітин (середо-
вище 2) спостерігається більш значне пошкод-
ження еритроцитів.

Показано, що катіонний ХПР здатен зни-
жувати гемоліз еритроцитів за умов модельно-
го експерименту ПГШ [25] та при видаленні 
гліцерину з розморожених клітин [26]. Пост-
гіпертонічний шок моделює вплив на еритро-
цити фактора, що діє в процесі розморожування 
еритроцитів, тобто коли знижується осмоляль-
ність середовища до ізотонічних значень [12, 
16, 17, 23]. Для визначення ефективності інших 
амфіфільних сполук за умов ПГШ еритро-
цитів використовували катіонний ТФП, аніон-
ний С10 і неіонний ДГП [5, 6]. Амфіфільні ре-
човини додавали в середовище регідратації пе-
ред внесенням в нього клітин. При варіюванні 
концентрації амфіфілів були отримані залеж-
ності постгіпертонічного гемолізу (ПГГ) клітин 
для кожної сполуки [5, 6]. Типову залежність 
ПГГ еритроцитів від концентрації амфіфіль-
ної сполуки (на прикладі ТФП) наведено на 
рис. 2. Видно, що гемолітична залежність ха-
рактеризується наявністю трьох ділянок: зі збіль-

glycerol from cells (medium 2), more signifi cant 
damage to erythrocytes was observed.

Cationic CPR has been shown to be capable 
of reducing hemolysis of erythrocytes under the 
conditions of a model experiment of PHS [24] 
and when removing glycerol from thawed cells 
[25]. Posthypertonic shock simulates the eff ect 
on erythrocytes of a factor that acts in the process 
of thawing erythrocytes, that is, when the osmola-
lity of the medium decreases to isotonic values 
[8, 13, 14, 22]. To determine the eff ectiveness of 
other amphiphilic compounds under the conditions 
of erythrocyte PHS, cationic TFP, anionic C10, 
and nonionic DGP were used [4, 5]. Amphiphilic 
substances were added to the rehydration medium 
before introducing cells into it. By varying the 
concentration of amphiphiles, dependences of 
posthypertonic hemolysis (PHH) of cells were 
obtained for each compound [4, 5]. A typical 
dependence of erythrocyte PHH on the concentration 
of an amphiphilic compound (using TFP as an 
example) is shown in Fig. 2. It can be seen that 
the hemolytic dependence is characterized by the 
presence of three areas: with an increase in the 
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Рис. 1. Рівень гемолізу розморожених еритроцитів 
в процесі видалення гліцерину (15%) методом 
серійного центрифугування за допомогою сольо-
вих розчинів за температури 20–22°С. ■ — медіана,
  — інтерквартильний інтервал (Q1–Q3),    — мак-
симальне та мінімальне значення. 

Fig. 1. Level of hemolysis of thawed erythrocytes 
when removing glycerol (15%) by serial centrifugation 
using salines at 20–22°С. ■ – is the median,   – 
interquartile range (Q1–Q3),    – maximum and mini-
mum values.
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Рис. 2. Залежності рівня постгіпертонічного ге-
молізу еритроцитів людини від концентрації 
трифторперазину в середовищі регідратації (0°С); 
■ — медіана,   — інтерквартильний інтервал (Q1–
Q3),  — максимальне та мінімальне значення. 
* — відмінності значущі порівняно з резуль-
татами за відсутності амфіфільних сполук, р < 0,05.

Fig. 2. Dependencies of posthypertonic hemolysis 
level of human erythrocytes on concentration of 
trifl uoperazine in rehydration medium (0°C). ■ – 
median,   – interquartile range (Q1–Q3),   – 
maximum and minimum values. * – diff erences are 
signifi cant compared to the results with no absence 
of amphiphilic compounds, p < 0.05.
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шенням концентрації ТФП спостерігається пос-
тупове зниження рівня пошкодження клітин, 
після чого залежність виходить на плато і за подаль-
шого підвищення концентрації амфіфілу рівень 
ПГГ еритроцитів зростає. Отже, у низьких концен-
траціях ТФП захищає еритроцити від пошкоджен-
ня за умов ПГШ, а у високих — чинить літичну дію 
на клітини. Подібну подвійність дії амфіфільних 
речовин описано Н.А. Єршовою та співавт. [2], 
K.A. Riske та співавт. [24].

З гемолітичних залежностей, отриманих для 
ТФП, ДГП і С10, були визначені розміри пла-
то (відповідають діапазону концентрації амфі-
фільної сполуки, в якому спостерігається міні-
мальний рівень ПГГ клітин) та розраховані 
величини АГ

макс
 активності. Перелічені вище ха-

рактеристики ефективності амфіфільних сполук 
за умов ПГШ еритроцитів наведено в табл. 1. 
Амфіфільні сполуки представлені в двох кон-
центраціях — високих і низьких. Високі (ефек-
тивні) концентрації амфіфілів були визначені 
з відповідних плато, тоді як вибір низьких кон-
центрацій амфіфілів зумовлений їхньою АГ ак-
тивністю на рівні 45% (табл. 1).

Оскільки ТФП, С10 і ДГП проявляли ви-
соку АГ активність за умов ПГШ еритроцитів 
(табл. 1), у подальших експериментах з дослід-
ження дегліцеринізації розморожених еритро-
цитів застосовували перелічені сполуки в концен-
траціях, наведених в табл. 1.

concentration of TFP, a gradual decrease in the 
level of cell damage is observed, after which 
the dependence reaches a plateau, and with a 
further increase in the amphiphile concentration, 
the level of erythrocyte PHH increases. Therefore, 
at low concentrations, TFP protects erythrocytes 
from damage under PHS conditions, and at high 
concentrations, it exerts a lytic eff ect on cells. 
A similar dual action of amphiphilic substances
is described by N.A. Yershova et al. [30], K.A. Riske 
et al. [23].

From the hemolytic dependences obtained 
for TFP, DGP and C10, the dimensions of the 
plateau were determined (corresponding to the 
concentration range of the amphiphilic compound, 
in which the minimum level of PHS of cells is ob-
served) and the values of AH

max
 activity were 

calculated. The above-listed characteristics of 
the eff ectiveness of amphiphilic compounds under 
the conditions of erythrocyte PHS are presen-
ted in Table 1. Amphiphilic compounds are pre-
sented in two concentrations – high and low. High 
(eff ective) concentrations of amphiphiles were 
determined from the corresponding plateaus, 
while the choice of low concentrations of amphi-
philes is due to their AH activity at the level 
of 45% (Table 1).

Since TFP, C10, and DGP showed high 
antihemolytic activity under the PHS conditions of 
erythrocyte (Table 1), in subsequent experiments 

Примітка: Значення антигемолітичної активності представлені у вигляді медіани (Me), інтерквартильного 
інтервалу (Q1–Q3).

Note: Antihemolytic activity values are presented as median (Me), interquartile range (Q1–Q3).

Таблиця 1. Значення антигемолітичної активності і концентрацій амфіфільних сполук за умов ПГШ еритроцитів 
людини за температури 0°С, n = 7

Title 1. Values of antihemolytic activity and concentrations of amphiphilic compounds under the conditions of PHS 
of human erythrocytes at 0°С, n = 7

Амфіфільна сполука
Amphiphilic compound

Розмір плато, мкмоль/л
Plateau size, µmol/L

Концентрація, мкмоль/л
Concentration, µmol/L

Антигемолітична активність, %
Antihemolytic activity, %

Максимальна антиге-
молітична активність, %
Maximum antihemolytic 

activity, %

C10 200–600

180 48 
(45–56) –

400 – 74
(66–78)

ТФП
TFP 100–200

50 44 
(39–47) –

150 – 60
(45–77)

ДГП
DGP 400–1600

200 41 
(38–46) –

600 – 62
(61–70)
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Виходячи з того, що на етапі дегліцериніза-
ції значне пошкодження еритроцитів спостері-
гається у середовищі 2 (див. рис. 1), амфіфіль-
ні сполуки вносили саме в це середовище перед 
додаванням в нього клітин. З рис. 3 видно, що 
в високих концентраціях С10 і ТФП знижують 
рівень гемолізу еритроцитів в 2 рази, в той час 
як неіонний ДГП є більш ефективним і знижує 
рівень пошкодження клітин в 4 рази. Всі ам-
фіфільні сполуки в низьких концентраціях прак-
тично однаково знижують рівень гемолізу клітин 
(рис. 3). 

Ґрунтуючись на результатах, наведених на рис. 3, 
були розраховані величини АГ активності ТФП, 
С10, ДГП при застосуванні в високих і низьких 
концентраціях (табл. 2). Відмінностей в ефек-
тивності амфіфільних сполук при низьких кон-
центраціях не виявлено. Амфіфільні сполуки 
(у високих концентраціях) можна розташувати 
в ряду за збільшенням їхньої АГ

макс
 активності: 

С10 ˂ ТФП ˂ ДГП, тобто найбільш ефектив-
ним є неіонний ДГП. Різна ефективність амфі-
фільних сполук, що виявлена за умов дегліце-
ринізації розморожених клітин, ймовірно, обу-
мовлена особливостями фізико-хімічних власти-
востей речовин, які використовували. Можливо, 
що відсутність заряду і гідрофільно-гідрофобний 
баланс амфіфільних молекул ДГП дозволяють 
більш успішно запобігти розвитку мембранних 

on the study of deglycerolization of thawed 
erythrocytes, the listed compounds were used in the 
concentrations given in Table. 1.

Based on the fact that at the stage of 
deglycerolization signifi cant damage of erythrocytes 
is observed in medium 2 (see Fig. 1), amphiphilic 
compounds were introduced into this medium 
before adding cells to it. Fig. 3 shows that in high 
concentrations C10 and TFP reduce the level of 
erythrocyte hemolysis by 2 times, while non-
ionic DGP is more eff ective and reduces the 
level of cell damage by 4 times. All amphi-
philic compounds in low concentrations almost 
equally reduce the level of hemolysis of cells (Fig. 3).

Based on the results shown in Fig. 3, the 
values of AH activity of TFP, C10, and DGP were 
calculated when applied in high and low concentra-
tions (Table 2). Diff erences in the eff ectiveness 
of amphiphilic compounds at low concentrations 
were not found. Amphiphilic compounds (in high 
concentrations) can be arranged in a series accor-
ding to the increase of their AH

max
 activity: С10 ˂ 

TFP ˂ DGP, i. e. nonionic DGP is the most eff ec-
tive. The diff erent eff ectiveness of amphiphilic 
compounds revealed under the conditions of deg-
lycerolization of warmed cells is probably due to 
the peculiarities of the physicochemical properties 
of the substances used. It is possible that the lack 
of charge and the hydrophilic-hydrophobic ba-
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Рис. 3. Вплив амфіфільних сполук в високих (А) та низьких (В) концентраціях на рівень гемолізу еритро-
цитів при видаленні гліцерину із розморожених клітин за умов використання середовища 2 (0,15 моль/л 
NaCl). Температура 20–22°С. ■ — медіана,   — інтерквартильний інтервал (Q1–Q3),    — максимальне 
та мінімальне значення. * — відмінності значущі порівняно з контролем, р < 0,05. 

Fig. 3. Eff ect of amphiphilic compounds in high (A) and low (В) concentrations on level of erythrocyte 
hemolysis during removal of glycerol from thawed cells when using medium 2 (0.15 mol/l NaCl). The temperature 
is 20-22°C. ■ – median,   – interquartile range (Q1–Q3),   – maximum and minimum values. * – diff erences 
are signifi cant compared to the control, p < 0.05. 
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дефектів до розміру гемолітичних пор при вида-
ленні гліцерину з розморожених клітин.

В умовах дегліцеринізації кріоконсервованих 
еритроцитів особливістю прояву ефективності 
аніонного С10 є майже однакові значення його 
АГ активності в обох концентраціях (табл. 2), за 
дії ПГШ вони відрізняються (див. табл. 1). Тому 
доцільним було дослідити стан еритроцитарної 
мембрани з додаванням С10 в обох концентра-
ціях методом протокової цитофлуоримерії. Аніон-
ний С10 проявляє найбільшу ефективність (74%) 
порівняно з ТФП і ДГП за умов ПГШ клітин 
(див. табл. 1). Крім того, саме при застосуванні 
С10 (в обох концентраціях) на відміну від ТФП 
і ДГП  клітини, які збереглися після дії ПГШ (0℃) 
та додавання амфіфільної сполуки, виявляли 
стійкість до подальшого підвищення темпера-
тури (від 10 до 37°С) [6].

Стан еритроцитарної мембрани оцінюють 
за зміною трансмембранного розподілу фосфати-
дилсерину (ФС), який є маркерним фосфо-
ліпідом внутрішнього моношару ліпідного бі-
шару [24]. Для аналізу клітин з порушеною аси-
метрією мембрани (за ФС) методом протоко-
вої цитофлуориметрії застосовують аннексин V, 
кон’югований з флуорохромом флуоресцеїнізотіо-
ціонатом (FITC), який має високу спорідненість 
до ФС. 

Результати проведених досліджень еритро-
цитів людини методом протокової цитофлуо-
риметрії показали, що вміст контрольних ерит-

lance of amphiphilic DGP molecules can more 
successfully prevent the development of membrane 
defects to the size of hemolytic pores when remo-
ving glycerol from thawed cells.

In the conditions of deglycerolization of cryo-
preserved erythrocytes, a feature of the mani-
festation of the eff ectiveness of anionic C10 is 
almost the same values of its AH activity in both 
concentrations (Table 2), while under the PHS 
action they diff er (see Table 1). Therefore, it 
was advisable to investigate the condition of the 
erythrocyte membrane with the addition of C10 
in both concentrations by the method of fl ow 
cytometry. Anionic C10 shows the greatest ef-
fi ciency (74%) compared to TFP and DGP under 
the conditions of PHS of cells (see Table 1). In ad-
dition, precisely when using C10 (in both 
concentrations), in contrast to TFP and DGP, 
the cells that survived after the PHS eff ect (0℃) 
and the addition of an amphiphilic compound 
showed resistance to a further rise in temperature 
(from 10 to 37°С) [4].

The condition of the erythrocyte membrane 
is assessed by changes in the transmembrane 
distribution of phosphatidylserine (PS), which is 
a marker phospholipid of the inner monolayer of 
the lipid bilayer [23]. Annexin V, conjugated 
with the fl uorochrome fl uorescein isothiocyanate 
(FITC), which has a high affi  nity for PS, is used 
to analyze cells with disturbed membrane asym-
metry (according to PS) by the fl ow cytometry.

Примітка: Значення антигемолітичної активності представлені у вигляді медіани (Me), інтерквартильного 
інтервалу (Q1–Q3).

Note: Antihemolytic activity values are presented as median (Me), interquartile range (Q1–Q3).

Таблиця 2. Значення антигемолітичної активності амфіфільних сполук після видалення гліцерину із кріоконсерво-
ваних еритроцитів у середовищі 2 (0,15 моль/л NaCl) за температури 20–22°С, n = 7

Title 2. Values of antihemolytic activity of amphiphilic compounds after removal of glycerol from cryopreserved 
erythrocytes in medium 2 (0.15 mol/L NaCl) at 20–22°С, n = 7

Амфіфільна сполука
Amphiphilic compound

Концентрація, мкмоль/л
Concentration, µmol/L

Антигемолітична активність, %
Antihemolytic activity, %

C10

180 45 (39–49)

400 42 (41–50)

ТФП
TFP

50 33 (31–35)

150 52 (42–63)

ДГП
DGP

200 39 (35–46)

600 74 (50–83)
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роцитів (за відсутності амфіфілу), що зв’язали 
аннексин V, становив 0,34% (рис. 4). У разі засто-
сування аніонного С10 (у фізіологічному розчині) 
кількість позитивно мічених клітин значною 
мірою залежить від концентрації амфіфільної 
сполуки: якщо С10 в низькій концентрації 
(180 мкмоль/л) викликає появу 4,32% аннексин-
мічених клітин, то у високій (400 мкмоль/л) — 
22,6% (рис. 4).

У разі проведення ПГШ еритроцитів при 
0°С із додаванням С10 в низькій концентрації 
відсоток позитивно мічених клітин був незнач-
но вище (5,77%), в той час як використання ви-
сокої концентрації С10  збільшувало  кількість 
аннексин-мічених клітин (38,3%) порівняно з від-
повідними показниками у фізіологічному роз-
чині (рис. 5).

Отже, з підвищенням концентрації аніонного 
С10 відсоток позитивно мічених клітин збіль-
шується, що свідчить про перерозподіл ФС із 
внутрішнього на зовнішній моношар ліпідного 
бішару еритроцитарних мембран людини. Слід 
зазначити, що при використанні низької кон-
центрації С10  в обох варіантах проведення екс-
перименту (у фізіологічному розчині та за умов 
ПГШ еритроцитів) цей показник відрізняється 
незначно.

При дослідженні ефективності катіонного ТФП 
були отримані досить близькі значення його 
АГ

макс
 активності в умовах ПГШ еритроцитів 

і на етапі дегліцеринізації розморожених клітин 
(60 і 52% відповідно) (табл. 1 і 2). Це узгод-
жується з даними E.A. Semionova та співавт. [26]. 
При вивченні ефективності позитивно заряд-
женої амфіфільної сполуки ХПР (в ефективній 
концентрації 600 мкмоль/л) в модельному експе-

The results of studies of human erythrocytes 
by fl ow cytometry showed that the content of 
control erythrocytes (in the absence of amphiphile) 
that bound annexin V was 0.34% (Fig. 4). In 
the case of using anionic C10 (in physiological 
solution), the number of positively labeled cells 
largely depends on the concentration of the am-
phiphilic compound: if C10 at a low concentration 
(180 μmol/L) causes the appearance of 4.32% of 
annexin-labeled cells, then at a high concentration 
(400 μmol/L) — 22.6% (Fig. 4).

In the case of conducting erythrocyte PHS 
at 0°C with the addition of C10 in a low concent-
ration, the percentage of positively labeled cells 
was slightly higher (5.77%), while the use of 
a high concentration of C10 increased the number 
of annexin-labeled cells (38.3%) compared to 
corresponding indices in physiological solution 
(Fig. 5).

Therefore, with an increased concentration of 
anionic C10, the percentage of positively labeled 
cells increases, which indicates the redistribution 
of PS from the inner to the outer monolayer of the 
lipid bilayer of human erythrocyte membranes. 
It should be noted that when using a low concent-
ration of C10 in both variants of the experiment 
(in physiological solution and under the PHS 
conditions of erythrocytes), this index diff ers 
slightly.

When studying the eff ectiveness of cationic 
TFP, quite close values of its AH

max
 activity were 

obtained in the conditions of erythrocyte PHS and 
at the stage of deglycerolization of warmed cells 
(60 and 52%, respectively) (Tables 1 and 2). This 
is consistent with the data of E.A. Semionova et 
al. [25]. When studying the eff ectiveness of the 

Рис. 4. Цитограми еритроцитів людини у присутності С10 у фізіологічному розчині при 0°С: А — контроль, 
B — 180 мкмоль/л С10, C — 400 мкмоль/л С10 (вісь абсцис — інтенсивність флуоресценції аннексін V FITC 
в умовних одиницях).

Fig. 4. Cytograms of human erythrocytes with C10 in physiological solution at 0°C: A – control, B – 180 μmol/L C10, 
C – 400 μmol/L C10 (abscissa axis is the fl uorescence intensity of Annexin V FITC in conventional units).

A B C
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Рис. 5. Цитограми еритроцитів людини після дії постгіпертонічного шоку при 0°С у присутності С10 у сере-
довищі регідратації: А — контроль, B — 180 мкмоль/л С10, C — 400 мкмоль/л С10 (вісь абсцис — інтенсив-
ність флуоресценції аннексін V FITC в умовних одиницях). Середовище дегідратації — 1,65 моль/л NaCl.

Fig. 5. Cytograms of human erythrocytes after exposure of posthypertonic shock at 0°С with  С10 in the rehydration 
medium: A – control, B – 180 μmol/L С10, C – 400 μmol/l С10 (abscissa axis is the fl uorescence intensity 
of Annexin V FITC in conventional units). The dehydration medium is 1.65 mol/L NaCl.

A B C

рименті (за умов ПГШ клітин) і при видаленні 
гліцерину з розморожених еритроцитів були от-
римані сумірні значення АГ

макс
 активності (~ 73%) 

в обох випадках.
На відміну від катіонних похідних фенотіази-

ну (ХПР і ТФП), після застосування неіонного 
ДГП і аніонного С10 виявлено відмінності в їхній 
ефективності за умов модельного експерименту 
і на етапі видалення гліцерину з розморожених 
клітин. 

Вищезазначені відмінності в прояві АГ актив-
ності амфіфільних сполук  можуть бути пов’я-
зані з різним трансмембранним розподілом їхніх 
молекул [14]. Катіонні амфіфільні сполуки, 
прояв антигемолітичної активності яких не за-
лежить від характеру проведення експеримен-
ту (ПГШ або процедура дегліцеринізації), вбу-
довуються і розподіляються у внутрішньому 
моношарі ліпідного бішару еритроцитарних 
мембран (що на клітинному рівні проявляється 
в трансформації клітин за типом дискоцит-стома-
тоцит [3, 14].

Для неіонних і аніонних амфіфільних спо-
лук, які вбудовуються і розподіляються в зов-
нішньому моношарі ліпідного бішару (що на 
клітинному рівні проявляється в трансформації 
еритроцитів за типом дискоцит-ехіноцит [14], 
прояв АГ активності істотно залежить від змі-
ни стану еритроцитарної мембрани, що відбу-
вається в циклі заморожування-розморожування 
клітин. Під час кріоконсервування на клітини 
впливає ряд кріопошкоджуючих факторів: фор-
мування кристалів льоду, зміна температури, рН, 
тонічності середовища тощо [12]. За умов прове-

positively charged amphiphilic compound  CPR 
(at an eff ective concentration of 600 μmol/L) in 
a model experiment (under the conditions of 
PHS of cells) and when removing glycerol from 
thawed erythrocytes, comparable values of AH

max
 

activity (~ 73%) were obtained in both cases.
Unlike cationic derivatives of phenothiazine 

(CPR and TFP), after the use of nonionic DGP 
and anionic C10, diff erences in their eff ectiveness 
were found under the conditions of a model experi-
ment and at the stage of removing glycerol from 
thawed cells.

The above-mentioned diff erences in the mani-
festation of AH activity of amphiphilic compounds 
may be associated with diff erent transmem-
brane distribution of their molecules [11]. Cationic 
amphiphilic compounds, the manifestation of 
antihemolytic activity of which does not depend 
on the nature of the experiment (PHS or de-
glycerolization), are embedded and distributed in 
the inner monolayer of the lipid bilayer of erythro-
cyte membranes (which at the cellular level 
manifests itself in the transformation of cells of 
the discocyte-stomatocyte type [11, 16].

For nonionic and anionic amphiphilic com-
pounds that are embedded and distributed in 
the outer monolayer of the lipid bilayer (which 
is manifested at the cellular level in the transfor-
mation of erythrocytes according to the disco-
cyte-echinocyte type [11], the manifestation of AH 
activity signifi cantly depends on the change in the 
state of the erythrocyte membrane, which occurs 
in the freezing-thawing cycle of cells. During 
cryopreservation, cells are aff ected by a number 
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дення експерименту ПГШ, який по визначенню 
моделює вплив на клітини тільки одного фак-
тора кріопошкодження (дія якого реалізується 
на етапі розморожування клітин), — зниження 
тонічності середовища. 

Крім того, різниця прояву АГ активності С10 
і ДГП за умов ПГШ еритроцитів та при вида-
ленні гліцерину також в деякій мірі може бути 
пов’язана з впливом гліцерину на еритроцитар-
ну мембрану [15, 18]. У роботі Y. Korniyenko 
та співавт. [18] з використанням набору флуоро-
форів, що мають різну локалізацію в ліпідному 
бішарі, досліджено вплив проникних кріопро-
текторів (гліцерин, диметилсульфоксид, 1,2-про-
пандіол) на мембрани еритроцитів людини. 
Показано, що дія кріопротекторів реалізується 
в полярній зоні ліпідного бішару еритроцита, 
що проявляється в збільшенні її гідратації та 
не зачіпає найбільш гідрофобну зону. Слід 
зазначити, що катіонні амфіфіли як стоматогенні 
сполуки перетинають гідрофобну зону та пере-
важно розподіляються у внутрішньому моношарі.

Отже, ефекти стоматогенних сполук (катіонні 
ТФП і ХПР) не залежать від стану еритроцитар-
ної мембрани, що формується під впливом фак-
торів, які діють за умов  видалення гліцерину 
з деконсервованих клітин або моделі ПГШ. 
У той самий час ехіноцитарні сполуки (аніонний 
С10, неіонний ДГП), молекули яких вбудовують-
ся і розширюють зовнішній моношар мембрани, 
значною мірою реагують на зміни еритроцитар-
ної мембрани, що і проявляється у відмінностях 
їхньої ефективності за вищезазначених умов.

Подальші дослідження у цьому напрямку ста-
нуть стимулом для пошуку та розширення вико-
ристання тих речовин природного походження, 
які здатні знижувати рівень постгіпертонічного 
гемолізу еритроцитів та бути ефективними на ета-
пі видалення проникного кріопротектора з розмо-
рожених клітин та підґрунтям для розробки нових 
та удосконалення наявних протоколів кріокон-
сервування еритроцитів.

Висновки 
Таким чином, основне пошкодження еритро-

цитів у циклі кріоконсервування під захистом 
15%-го гліцерину спостерігається на етапі ви-
далення кріопротектора з розморожених клі-
тин з використанням сольового середовища 2 
(0,15 моль/л NaCl). Застосування амфіфільних 
сполук, що належать до різних класів повер-
нево активних речовин, дозволило зменшити 
пошкодження розморожених клітин на етапі де-
гліцеринізації. Всі амфіфільні сполуки в низь-
ких концентраціях (за яких АГ активність до-

of cryodamaging factors: the formation of ice 
crystals, changes in temperature, pH, tonicity 
of the medium, etc. [8]. Under the conditions of 
conducting the PHS experiment, which by defi -
nition simulates the eff ect on cells only one factor 
of cryodamage (the action of which is imple-
mented at the stage of thawing of cells) is a decrease 
in the medium tonicity.

In addition, the diff erence in the manifestation 
of AH activity of C10 and DGP under the PHS 
conditions of erythrocyte and when glycerol is 
removed may also be related to some extent to 
the eff ect of glycerol on the erythrocyte mem-
brane [12, 15]. In the report of Y. Korniyenko 
et al. [15] using a set of fl uorophores with diff erent 
localization in the lipid bilayer, there was investi-
gated the eff ect of permeable CPAs (glycerol, 
dimethylsulfoxide, 1,2-propanediol) on the mem-
branes of human erythrocytes. It is shown that the 
eff ect of CPAs is implemented in the polar zone 
of the lipid bilayer of the erythrocyte, which is 
manifested in the increase of its hydration and does 
not aff ect the most hydrophobic zone. It should be 
noted that cationic amphiphiles as stomatogenic 
compounds cross the hydrophobic zone and are 
mainly distributed in the inner monolayer.

Therefore, the eff ects of stomatogenic com-
pounds (cationic TFP and CPR) do not depend 
on the state of the erythrocyte membrane, which 
is formed under the infl uence of factors that act 
under the conditions of removal of glycerol from 
deconserved cells or the PHS model. At the same 
time, echinocytogenic compounds (anionic C10, 
nonionic DGP), the molecules of which are embedded 
and expand the outer monolayer of the membrane, 
largely respond to changes in the erythrocyte 
membrane, which is manifested in diff erences 
in their eff ectiveness under the above conditions.

Further investigations in this direction will 
be a stimulus for the search and expansion of the 
use of those substances of natural origin that are 
able to reduce the level of posthypertonic hemo-
lysis of erythrocytes and be eff ective at the stage 
of removing the permeable CPA from thawed cells 
and the basis for the development of new and 
improvement of existing erythrocyte cryopreser-
vation protocols.

Conclusions
Thus, the main damage of erythrocytes in the 

cycle of cryopreservation under the protection of 
15% glycerol is observed at the stage of removing 
the CPA  from thawed cells using salt medium 2 
(0.15 mol/L NaCl). The use of amphiphilic com-
pounds belonging to diff erent classes of surfactants 
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рівнює приблизно 45% в умовах ПГШ клітин) 
проявляють однакову ефективність при видаленні 
гліцерину з розморожених клітин.

Показано, що серед амфіфільних сполук (у ви-
соких концентраціях) найбільш ефективними 
при дегліцеринізації розморожених клітин є 
ДГП (74%), а за умов ПГШ еритроцитів — С10 
(74%). Показники АГ

макс
 активності ТФП сумірні 

в обох вищевказаних випадках. 
Результати, отримані за допомогою методу 

протокової цитофлюориметрії свідчать про за-
лежність трансбішарового перерозподілу ФС 
в еритроцитарних мембранах від концентрації 
амфіфільної сполуки (С10). Отже, можна підібра-
ти таку концентрацію амфіфільної сполуки, за 
якої вона була здатна проявляти значну антиге-
молітичну активність і не впливати на трансмем-
бранний перерозподіл ФС у мембрані.

made it possible to reduce damage to thawed cells 
at the stage of deglycerolization. All amphiphilic 
compounds in low concentrations (for which the AH 
activity is approximately 45% in the conditions of 
PHS of cells) show the same effi  ciency in removing 
glycerol from warmed cells.

It was shown that among amphiphilic compounds 
(in high concentrations) the most eff ective in de-
glycerinization of thawed cells are DGP (74%), 
and under the conditions of erythrocyte PHS — 
C10 (74%). The AH

max
 indices of TFP activity are 

comparable in both of the above cases.
The results obtained using the method of fl ow 

cytometry indicate the dependence of the transbilayer 
redistribution of PS in erythrocyte membranes 
on the concentration of the amphiphilic compound 
(C10). Therefore, it is possible to choose such a 
concentration of the amphiphilic compound at 
which it would be able to show signifi cant 
antihemolytic activity and not aff ect the trans-
membrane redistribution of PS in the membrane.
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