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Реферат: В работе исследовали антигемолитический эффект хлорпромазина (ХПР) в условиях постгипертонического

шока (ПГШ) эритроцитов человека в зависимости от присутствия вещества на разных этапах эксперимента (предобработка,
дегидратация, регидратация), а также методом проточной цитофлуориметрии изучали влияние ХПР на перераспределение
фосфатидилсерина в мембранах эритроцитов. Показано, что предобработка эритроцитов ХПР в концентрации 180 мкмоль/л
не позволяет веществу проявить антигемолитический эффект в условиях ПГШ эритроцитов. Установлено, что ХПР в кон-
центрации 100–300 мкмоль/л не вызывает трансбислойное перераспределение молекул фосфатидилсерина в мембранах
эритроцитов. Защитный эффект ХПР реализуется при перенесении клеток из среды дегидратации (1,75 моль/л NaCl)
в среду регидратации (0,15 моль/л NaCl), содержащую ХПР, т. е. в момент действия стресса. Следовательно, механизм
антигемолитического действия ХПР в условиях ПГШ эритроцитов связан с реорганизацией мембраны при встраивании в
нее молекул вещества.

Ключевые слова: эритроциты, человек, постгипертонический шок, предобработка, дегидратация, регидратация,
хлорпромазин, фосфатидилсерин.

Реферат: У роботі досліджували антигемолітичний ефект хлорпромазину (ХПР) в умовах постгіпертонічного шоку
(ПГШ) еритроцитів людини залежно від присутності речовини на різних етапах експерименту (попередня обробка, дегідратація,
регідратація), а також методом проточної цитофлуориметрії вивчали вплив ХПР на перерозподіл фосфатидилсерину в
мембранах еритроцитів. Показано, що попередня обробка еритроцитів ХПР у концентрації 180 мкмоль/л не дозволяє речовині
проявити антигемолітичний ефект в умовах ПГШ еритроцитів. Встановлено, що ХПР у концентраціях 100–300 мкмоль/л не
викликає трансбішаровий перерозподіл молекул фосфатидилсерину в мембранах еритроцитів. Захисний ефект ХПР реа-
лізується після перенесення клітин із середовища дегідратації (1,75 моль/л NaCl) до середовища регідратації (0,15 моль/л
NaCl), яке містить ХПР, тобто в момент дії стресу. Отже, механізм антигемолітичної дії ХПР в умовах ПГШ еритроцитів
пов'язаний із реорганізацією мембрани під час вбудовування в неї молекул речовини.

Ключові слова: еритроцити, людина, постгіпертонічний шок, попередня обробка, дегідратація, регідратація, хлорпромазин,
фосфатидилсерин.

Abstract: The research was performed to reveal an antihemolytic effect of chlorpromazine (CPZ) under posthypertonic stress
(PHS) of human erythrocyte depending on the substance presence at different stages of experiment (pre-treatment, dehydration,
rehydration) as well as the effect of CPZ on the redistribution of phosphatidylserine in erythrocyte membrane bilayer. It has been
shown that pre-treatment of erythrocytes with CPZ at a concentration of 180 µmol/L did not lead to  antihemolytic effect of the
substance under PHS of erythrocytes. It has been established that CPZ under concentration of 100–300 µmol/L did not cause a
transbilayer redistribution of phosphatidylserine molecules in erythrocyte membranes. Protective effect of CPZ was implemented
following transfer of the cells from the dehydration medium (1.75 mol/L NaCl) into rehydration one (0.15 mol/L NaCl), containing CPZ,
i. e. at the moment of stress action. Consequently, the mechanism of antihemolytic action of CPZ under PHS of erythrocytes was
associated with the membrane reorganization during an incorporation of the substance molecules into it.

Key words: erythrocytes, human, posthypertonic stress, pre-treatment, dehydration, rehydration, chlorpromazine, phosphati-
dylserine.
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Эритроциты в ответ на действие стрессовых
факторов могут реагировать изменением морфоло-
гических характеристик клеток при сохранении
целостности плазматической мембраны. В случае
превышения определенного порогового значения
стрессового фактора нарушается барьерная функ-

Erythrocytes exposed to the effect of stress factors
can react to the altered morphological characteristics
of cells nevertheless maintaining the integrity of plasma
membrane. However if a specific threshold value of
the stress factor is exceeded, the membrane barrier
function will become compromized, and the cells will
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ция мембраны, и клетки теряют внутриклеточные
микро- и макромолекулы в результате формиро-
вания трансмембранных гемолитических пор [1,
2, 32]. Использование хлорпромазина (ХПР) позво-
ляет предотвратить разрушение клеток при дейст-
вии различных стрессовых факторов, в частности
гипо- и гипертонических сред, холодового шока
и др. [4, 5, 10, 17, 18, 33].

Ранее нами была изучена антигемолитическая
активность ХПР при температурно-осмотическом
шоке эритроцитов человека в зависимости от ус-
ловий введения амфифильного соединения [12].
Было показано, что предварительная инкубация
клеток с ХПР не влияет на их чувствительность
к действию гипертонического стресса и холодо-
вого шока, в то время как присутствие вещества
в среде при резком изменении условий (осмоляль-
ности и температуры) значительно повышает
устойчивость клеток.

Гипертонический стресс и холодовой шок моде-
лируют влияние на клетки повреждающих фак-
торов, действующих на этапе замораживания [3,
19]. В процессе таяния льда при размораживании
криоконсервированных эритроцитов внеклеточная
гипертоническая среда изменяется на изотоничес-
кую, в результате может развиться постгиперто-
нический лизис эритроцитов. Постгипертонический
шок (ПГШ) является моделью влияния на эрит-
роциты стрессовых факторов в условиях размо-
раживания [6, 7, 28] и заключается в действии на
клетки резкого снижения осмоляльности среды от
гипертонических значений до изотонических. Сле-
дует отметить, что в реальных условиях при ото-
греве замороженных эритроцитов тоничность вне-
клеточной среды (по отношению к внутриклеточ-
ной) изменяется сложным образом, в то время как
используемая модель (ПГШ) ограничена изучением
последовательного действия на клетки гиперто-
нического и изотонического (физиологического)
растворов. В гипертонической среде происходит
обезвоживание клеток, а при последующем пере-
носе в изотоническую среду наблюдается вход
в них воды, соответственно данные периоды назы-
вают этапами дегидратации и регидратации кле-
ток. Указанным этапам (которые представляют
собой собственно ПГШ) может предшествовать
предобработка эритроцитов (инкубирование клеток
в физиологическом растворе).

В недавно опубликованной работе мы показали,
что использование ХПР в условиях ПГШ эритро-
цитов человека позволяет снизить уровень их гемо-
литического повреждения [8]. Действие ХПР на
клетки проявляется как на макроуровне (в измене-
нии формы эритроцитов [5, 14, 30]), так и на микро-
уровне. В последнем случае изменения, вызван-
ные действием ХПР, затрагивают как непосред-

lose intracellular micro- and macromolecules through
the formed transmembrane hemolytic pores [4, 11, 26].
The use of chlorpromazine (CPZ) can prevent the
destruction of cells under the action of various stress
factors, in particular hypo- and hypertonic media, cold
shock, etc. [6–8, 14, 27, 30].

Previously we have studied an antihemolytic acti-
vity of CPZ under the conditions of temperature-osmo-
tic shock of human erythrocytes [32]. It has been
shown that the pre-incubation of cells with CPZ does
not affect their sensitivity to the action of hypertonic
stress and cold shock, while the presence of the sub-
stance in the medium after the transfer from the diffe-
ring conditions (osmolality and temperature) signifi-
cantly increases the stability of the cells.

Experiments with hypertonic stress and cold shock
simulate the effect of damaging factors acting during
the freezing on the cells [9, 12]. Melting of ice during
thawing of cryopreserved erythrocytes results in chan-
ges of  the extracellular hypertonic medium to isotonic
one, as a result, posthypertonic lysis of erythrocytes
may develop. Posthypertonic stress (PHS) is a model
of an influence of stress factors on erythrocytes un-
der  thawing conditions [21, 23, 28] and simulates the
effect on the cells of a sharp decrease in the medium
osmolality from hypertonic values to isotonic ones. It
should be noted that under real conditions, when frozen
erythrocytes are warmed, the tonicity of extracellular
medium (with respect to intracellular one) changes in
more complicated manner, while the used model (PHS)
represents a  sequential effect on cells of hypertonic
and isotonic (physiological) solutions. Cells dehydrate
in a hypertonic environment, and subsequent transfer
to the isotonic medium results in water influx, these
are called the stages of dehydration and rehydration
of cells respectively. These stages (being actually PHS)
can be preceded by pre-treatment of red blood cells
(incubation of cells in a saline).

In a recently published report, we have shown that
the use of CPZ during PHS of human erythrocytes
allowed to reduce the level of hemolytic damage [29].
The effect of CPZ on cells was manifested both at the
macrolevel (in the change in the erythrocyte shape [2,
14, 24]) and at the microlevel. In the latter case, the
changes caused by the action of the CPZ affected both
the erythrocyte membrane itself and metabolic status
of a cell. It was shown that this substance influenced
the state of membrane phospholipids [20, 34]. In
addition, the CPZ can enhance auto-oxidation of hemo-
globin, activate caspase 3, and also alter intracellular
content of ATP and amount of reduced glutathione
[8]. It is known that CPZ is an inhibitor of calmodulin
[16, 19], in addition, this substance can affect the
closure of membrane pore in erythrocyte ghosts [18].

The  possible mechanism of antihemolitic action
of CPZ during PHS of erythrocytes is not clear. Under
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ственно саму эритроцитарную мембрану, так и
метаболический статус клетки. Показано, что дан-
ное вещество влияет на состояние мембранных
фосфолипидов [27, 35]. Кроме того, ХПР может
усиливать автоокисление гемоглобина, актиро-
вать каспазу 3, а также изменять внутриклеточ-
ное содержание АТФ и восстановленного глута-
тиона [18]. Известно, что ХПР является ингиби-
тором кальмодулина [23, 26], кроме того это вещество
может оказывать влияние на замыкание мембран-
ной поры в эритроцитарных тенях [25].

Вопрос о возможном механизме антигемоли-
тического действия ХПР при ПГШ эритроцитов
мало изучен. В условиях ПГШ реакция клеток
на присутствие ХПР на том или ином этапе (пре-
добработка, дегидратация, регидратация) позво-
лит приблизиться к пониманию возможного ме-
ханизма антигемолитического действия ХПР. Пред-
ставляло интерес выяснить, каким путем реализуется
защитное действие ХПР: за счет биохимической
модификации клеток (для которой необходимо
продолжительное предварительное инкубирование
клеток с ХПР) либо изменение состояния мембра-
ны в момент действия стресса. В условиях ПГШ
эритроцитов, предварительно обработанных ХПР,
проявление его антигемолитической активности
будет свидетельствовать о том, что защитный ме-
ханизм связан с биохимической модификацией
клеток, которая заключается, в первую очередь, в
ингибировании кальмодулина – цитоплазмати-
ческого белка, участвующего в формировании кле-
точного ответа на внешние воздействия [16, 20,
31, 36]. Кроме того, ХПР может влиять на характер
трансбислойного распределения липидов [15, 24].
В случае проявления антигемолитической актив-
ности ХПР при перенесении клеток в среды де-
гидратации и регидратации, содержащие амфи-
фил, можно считать, что механизм его защитного
действия обусловлен быстропротекающими про-
цессами в мембране.

Таким образом, целью данной работы было
изучение антигемолитического эффекта хлорпро-
мазина в условиях постгипертонического шока
эритроцитов человека в зависимости от присутствия
вещества на разных этапах эксперимента и иссле-
дование влияния хлорпромазина на перераспреде-
ление фосфатидилсерина в мембранах эритроцитов
методом проточной цитофлуориметрии.

Материалы и методы
В работе исследовали эритроциты, получен-

ные из донорской крови человека, заготовлен-
ной на гемоконсерванте «Глюгицир» («Биофарма»,
Украина).

После удаления плазмы эритромассу трижды
центрифугировали при 3000 об/мин (центрифуга

the conditions of PHS, the cell can respond to the
presence of CPZ at one of stages (pre-treatment, de-
hydration, rehydration) and these observations could
allow us to reveal a possible mechanism of antihemo-
litic effect of CPZ. In particular, it was of interest to
clarify which way the protective effect of CPZ is im-
plemented: via biochemical modification of cells (which
requires a relatively long term pre-incubation of cells
with CPZ) or the changes in the state of membrane
during stress onset. In other words the manifestation
of CPZ antihemolytic activity during PHS of the ery-
throcytes pre-treated with the substance will indicate
that its protective mechanism is associated with bio-
chemical modification of cells, and this will be asso-
ciated rather with inhibition of calmodulin, a cytoplasmic
protein involved into formation of a cellular response
to external influences [5, 10, 25, 35]. In addition, CPZ
can affect the  transbilayer distribution of lipids [3,
17]. In the case of manifested CPZ antihemolytic acti-
vity when cells are transferred into dehydration and
rehydration media containing amphiphile,  the mecha-
nism of its protective action will be due to rapid pro-
cesses in the membrane.

Thus the research aim was to study an antihe-
molitic effect of chlorpromazine under conditions of
posthypertonic stress of human erythrocytes depen-
ding on the substance presence at different stages of
experiment and to investigate by flow cytometry the
influence of chlorpromazine on redistribution of phos-
phatidylserine in erythrocyte membranes.

Materials and methods
The research was performed in the erythrocytes,

derived from human blood, procured with the Glyugitsir
hemopreservative (Biopharma, Ukraine).

After plasma removal the erythromass was centri-
fuged three times at 3,000 rpm (centrifuge OPn-3U4.2,
Kyrgyzstan) for 3 min in a 10-fold volume of physio-
logical solution (NaCl 0.15 mol/L, phosphate buffer
0.01 mol/L, pH 7.4). The leukocyte layer and super-
natant were removed by aspiration. Erythrocytes were
stored as a dense sediment for not longer than 4 hrs at
0°C. To obtain an ‘initial’ suspension of erythrocytes,
the cell pellet was added to physiological solution in
1:10 ratio. All the media used in the research were
prepared in phosphate buffer of 0.01 mol/L, pH 7.4.

Posthypertonic stress was performed by transfer-
ring erythrocytes from the hypertonic solution (dehyd-
ration stage, 1.75 mol/L NaCl) to isotonic (rehydration
stage, 0.15 mol/L NaCl) at 0°C. The final hemato-
crit was 0.4%. The scheme of experiment is shown in
Fig. 1. Posthypertonic stress of erythrocytes was pre-
ceded by a stage of pre-incubation of cells (pre-treat-
ment stage). Chlorpromazine (Calbiochem, USA) was
added to the medium at different stages of the expe-
riment before introducing red blood cells. In the case
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«ОПн-3У4.2», Кыргызстан) в течение 3 мин в 10-
кратном объеме физиологического раствора (NaCl
0,15 моль/л; фосфатный буфер 0,01 моль/л, pH 7,4).
Лейкоцитарную пленку и супернатант удаляли ас-
пирацией. Эритроциты хранили в виде плотного осад-
ка не более 4 ч при температуре 0°С. Для полу-
чения «исходной» суспензии эритроцитов осадок
клеток добавляли к физиологическому раство-
ру в отношении 1:10. Все используемые в работе
среды готовили на фосфатном буфере 0,01 моль/л,
рН 7,4.

Постгипертонический шок осуществляли пе-
ренесением эритроцитов из гипертонического раст-
вора (этап дегидратации, 1,75 моль/л NaCl) в изото-
нический (этап регидратации, 0,15 моль/л NaCl)
при 0°С. Конечный гематокрит составлял 0,4%. Схема
эксперимента представлена на рис. 1. Постгипер-
тоническому шоку эритроцитов предшествовал этап
предварительной инкубации клеток (этап предобра-
ботки). В качестве контроля использовали эритро-
циты в условиях ПГШ без применения ХПР («Cal-
biochem», США). Хлорпромазин добавляли в среды
на разных этапах эксперимента перед внесением
в них эритроцитов. В случае предварительного
инкубирования клеток с ХПР (при его отсутствии
на последующих этапах ПГШ) концентрация ве-
щества на этапах дегидратации и регидратации была
незначительной (в результате разбавления).

Уровень гемолиза эритроцитов в надосадочной
жидкости определяли спектрофотометрическим
методом при длине волны 543 нм. За 100% прини-
мали поглощение пробы, в которую добавляли три-
тон Х-100 («Merсk», Германия) в концентрации 0,1%.

Значение антигемолитической активности (АГ)
хлорпромазина рассчитывали по формуле:

%100×α−=
к

кАГ ,

где к – величина гемолиза эритроцитов в от-
сутствии ХПР; α – величина гемолиза эритроцитов
в присутствии ХПР.

Эритроциты человека подвергали 10-минутной
инкубации в физиологическом растворе (конечный
гематокрит 0,4%) с ХПР (100, 200 и 300 мкмоль/л)
при 37°С. Осадок эритроцитов, полученный в ре-
зультате центрифугирования, анализировали ме-
тодом проточной цитофлуориметрии. Для оценки
количества эритроцитов с нарушенной асиммет-
рией клеточной мембраны использовали набор
«Annexin V FITC Apoptosis Detection Kit» («Becton
Dickinson», США), включающий аннексин V, конъ-
югированный с флуорохромом – флуоресцеини-
зотиоционатом (Annexin V FITC), и буфер. Клет-
ки ресуспендировали в указанном растворе буфера
для окрашивания до концентрации 1 × 106 кл/мл.
В соответствии с протоколом Annexin V FITC к

of pre-incubation of cells with CPZ (when it was absent
at following stages of PHS), the concentration of sub-
stance at the dehydration and rehydration stages was
insignificant (as a result of dilution). Control erythro-
cytes underwent PHS without the CPZ presence.

The level of hemolysis of erythrocytes in the super-
natant was determined by spectrophotometric method
at 543 nm. The absorption of the sample supplemen-
ted with 0.1% Triton X-100 (Merck, Germany) was
assumed as 100%.

The value of antihemolytic activity (AH) of chlor-
promazine was calculated by the formula:

%100×α−=
k

kАH
 
,

where k – hemolysis of erythrocytes without CPZ;
α – hemolysis of erythrocytes with CPZ.

Erythrocytes were subjected to a 10-min incubation
in physiological saline (final hematocrit 0.4%) with
CPZ (100, 200 and 300 µmol/L) at 37°C. The erythro-
cyte sediment obtained as a result of centrifugation
was analyzed by flow cytometry. Annexin V FITC
Apoptosis Detection Kit (Becton Dickinson, USA)
(Annexin V, conjugated with fluorochrome fluores-
cein isothiocyanate (Annexin V FITC), and buffer)
was used to estimate the amount of red blood cells
with an impaired asymmetry of the cell membrane.
Cells were resuspended in the buffer solution for
staining. In accordance with the Annexin V FITC
protocol, 5 µl of Annexin V FITC were added to 100 µl
of cell suspension (1 × 106 cells/ml), mixed and incu-

Рис. 1. Схема эксперимента
Fig. 1. The experiment scheme

Этап предобработки
(0°С, 10 мин, физиологический раствор)

Pre-treatment stage
 (0°C, 10 min, physiological saline)

Этап дегидратации
(0°С, 20 мин гипертонический раствор

Dehydration stage
(0°C, 20 min hypertonic solution)

Этап регидратации
(0°С, 5 мин, физиологический раствор)

Rehydration stage
(0°C, 5 min, physiological saline)
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100 мкл клеточной суспензии (1 × 106 кл/мл) добав-
ляли 5 мкл Annexin V FITC, перемешивали и инку-
бировали 15 мин при комнатной температуре в
темноте. По истечении времени инкубирования в
каждую пробирку добавляли по 400 мкл рабочего
раствора буфера для окрашивания и проводили
измерение на проточном цитофлуориметре «FACS
Calibur» («Becton Dickinson», США). Интенсивность
флуоресценции измеряли на флуоресцентном ка-
нале FL1 при длине волны возбуждения 488 нм и
длине волны эмиссии 530 нм. Количество аннексин-
меченных клеток определяли в нижнем правом
квадранте цитограмм. Для минимизации ошибки
в пробе анализировали 100 000 событий. Результаты
измерения оценивали с помощью программного
обеспечения «CELLQuest Pro» («Becton Dickinson»).

Статистическую обработку полученных экспе-
риментальных результатов проводили с помощью
программы «Statistica 6.0» («StatSoft Inc.», США).
Для проверки статистической значимости различий
исследуемых числовых показателей использовали
критерии Манна-Уитни.

Результаты и обсуждение
Хлорпромазин проявляет антигемолитическую

активность в широком концентрационном диапа-
зоне при 0°С [8]. Выбор концентрации ХПР для

bated for 15 min at room temperature in the dark.
When incubation time finished, 400 µl of the handling
solution of the buffer were added to each tube and
the measurement was carried out with  FACS Calibur
flow cytometer (Becton Dickinson). The fluorescence
intensity was measured in FL1 fluorescent channel
at an excitation wavelength of 488 nm and 530 nm
emission wavelength. The content of Annexin-labeled
cells was determined in the lower right quadrant of
the cytograms. To minimize the error in the sample,
100,000 events were analyzed. The results were eva-
luated using the CELLQuest Pro software (Becton
Dickinson).

The obtained experimental results were statistically
processed by means of Statistica 6.0 software (StatSoft
Inc., USA). To check the statistical significance of
the differences in between samples, the Mann-Whitney
criteria were used.

Results and discussion
Chlorpromazine exhibits an antihemolytic activity

within a wide concentration range at 0°C [29]. The
choice of CPZ concentration for this study was based
on the results of investigating the barrier properties of
erythrocyte membranes in the presence of CPZ by
EPR spectroscopy [36]. The studies carried out using
the TEMPON probe in combination with potassium

ferricyanide, not penetrating into intact cells,
allowed us to distinguish two ranges of am-
phiphile concentrations. In particular, at high
concentrations of CPZ (300–700 µmol/L),
barrier properties of erythrocyte membranes
(for ferricyanide ions) were compromized,
but at low concentrations (50–200 µmol/L)
they were preserved. On the basis of these
data, we used in the study the CPZ at a con-
centration of 180 µmol/l.

To determine the stage of the PHS, res-
ponsible for implementation of an anti-
hemolitic effect of CPZ, the experiment
protocol was chosen in such a way that the
substance was introduced into the medium
at different stages and in various combi-
nations (Fig. 2).

The efficiency of amphiphilic compounds
is usually expressed as an index of antihe-
molytic activity. The values of antihemolytic
activity of CPZ under conditions of PHS of
human erythrocytes, depending on the CPZ
presence at different stages of the experi-
ment, are shown in Fig. 2.

Chlorpromazine is an inhibitor of calmo-
dulin [16, 19]. The calmodulin signal system,
interacting with other signaling systems of
the cell, participates in the formation of a cellu-
lar response to external influences [5, 10,
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Рис. 2. Антигемолитическая активность ХПР (180 мкмоль/л)
в условиях переноса эритроцитов из среды, содержащей
1,75 моль/л NaCl, в среду 0,15 моль/л NaCl; температура 0°С;
ХПР на разных этапах эксперимента: предобработка – ; дегид-
ратация – ; регидратация – . * – статистически значимые
различия по сравнению с вариантами 1–5 (p < 0,05), количество
наблюдений в каждой группе – 7.
Fig. 2. Antihemolytic activity of CPZ (180 µmol/l) when  erythro-cytes
were transferred from a medium containing 1.75 mol/L NaCl to the
one of 0.15 mol/L NaCl; temperature 0°C. The CPZ presence at va-
rious  stages of the experiment: pre-tretament – ; dehydration – ;
rehydration – . * – statistically significant differences if compared
with the variants 1–5 (p < 0.05), the number of observations in each
group made 7.

0

20

40

60

80

1 2 3 4 5 6 7

*

*



224 проблемы криобиологии и криомедицины
problems of cryobiology and cryomedicine

том/volume 27, №/issue 3, 2017

проведения данного исследования основан на ре-
зультатах работы по изучению барьерных свойств
эритроцитарных мембран в присутствии ХПР ме-
тодом ЭПР-спектроскопии [9]. Проведенные ис-
следования с помощью зонда ТЕМПОН в комби-
нации с феррицианидом калия, который не прони-
кает в нативные клетки, позволили выделить два

25, 35]. Chlorpromazine can modify calmodulin-depen-
dent cell systems, changing either the interaction of
calmodulin with cytoskeleton components, or the acti-
vity of calmodulin-dependent kinases, in particular, spec-
trinase. Calmodulin blockade could result in altered level
of phosphorylation of cytoskeleton proteins, their ionic
environment, and the content of ATP in the cell [16, 19].

Рис. 3. Цитограмма эритроцитов человека после обработки хлор-
промазином (по оси абсцисс – интенсивность флуоресценции аннексин
V-FITC в относительных единицах): A – контроль; B–D – ХПР в концент-
рации 100, 200 и 300 мкмоль/л соответственно. Приведены данные
одного из трех экспериментов.
Fig. 3. Cytogram of human erythrocytes after treatment with CPZ (abscis-
sa – fluorescence intensity of annexin V-FITC in relative units): A – control;
B–D – chlorpromazine at a concentration of 100, 200 and 300 µmol/L, re-
spectively. The data of one of three experiments are demonstrated.

A

B

C

D

диапазона концентраций амфифила.
Так, при высоких концентрациях
ХПР (300–700 мкмоль/л) барьерные
свойства мембран эритроцитов (по
отношению к ионам феррицианида)
нарушались, а при низких концент-
рациях (50–200 мкмоль/л) сохраня-
лись. Исходя из этих данных, в работе
мы использовали ХПР в концент-
рации 180 мкмоль/л.

Для определения этапа ПГШ, от-
ветственного за реализацию антиге-
молитического эффекта ХПР, была
выбрана такая постановка экспери-
мента, при которой вещество вно-
сили в среду на разных этапах и в
различных сочетаниях (рис. 2).

Эффективность амфифильных
соединений, как правило, выражают
в виде величин антигемолитичес-
кой активности. Значения антиге-
молитической активности ХПР в
условиях ПГШ эритроцитов чело-
века в зависимости от присутствия
ХПР на разных этапах эксперимента
представлены на рис. 2.

Хлорпромазин является инги-
битором кальмодулина [23, 26]. Каль-
модулиновая сигнальная система,
взаимодействуя с другими сигналь-
ными системами клетки, участвует
в формировании клеточного ответа
на внешние воздействия [16, 20, 31,
36]. Хлорпромазин как ингибитор
кальмодулина может модифициро-
вать кальмодулин-зависимые сис-
темы клетки, изменяя либо взаимо-
действие кальмодулина с компонен-
тами цитоскелета, либо активность
кальмодулин-зависимых киназ, в
частности, спектринкиназы. В ре-
зультате блокирования кальмоду-
лина изменяется уровень фосфо-
рилирования белков цитоскелета, их
ионное окружение и содержание
АТФ в клетке [23, 26].

Существует большая вероят-
ность того, что механизм антигемо-
литического действия ХПР в усло-
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виях стресса связан с ингибированием кальмо-
дулина, если при предварительном инкубирова-
нии эритроцитов с ХПР реализуется его защитное
действие в условиях ПГШ.

После инкубирования эритроцитов с ХПР только
на этапе предобработки антигемолитическая ак-
тивность амфифильного соединения в условиях
ПГШ не выявлена (рис. 2, вариант 1). Аналогичные
результаты (отсутствие антигемолитической актив-
ности ХПР) были получены для всех возможных
вариантов присутствия вещества на этапах дегид-
ратации и регидратации при обязательном условии
предобработки им клеток (рис. 2, варианты 2–4).
Таким образом, добавление ХПР на этапе предоб-
работки клеток не обеспечивало его защитное дейст-
вие в условиях ПГШ эритроцитов человека (рис. 2).
Данный факт свидетельствует в пользу того, что
механизм антигемолитического действия ХПР не
связан с предварительной модификацией клеток.

Введение ХПР в среды на этапах дегидратации
и регидратации в различных комбинациях при-
водило к развитию его антигемолитической ак-
тивности в том случае, когда вещество находилось
в среде регидратации (рис. 2, варианты 6–7). Сле-
дует отметить, что ХПР проявлял максималь-
ную эффективность только на этапе регидратации
(рис. 2, вариант 7), при этом его антигемолитическая
активность составляла 48%.

Таким образом, для проявления антигемоли-
тического эффекта ХПР в условиях ПГШ эритро-
цитов необходимо выполнение следующих усло-
вий: во-первых, вещество должно присутствовать
на этапе регидратации, во-вторых, обязательно от-
сутствовать на этапе предварительной обработки
клеток. Антигемолитическая активность ХПР прояв-
ляется в момент резкого изменения условий окру-
жающей среды и, по-видимому, наблюдаемый эффект
реализуется на уровне плазматической мембраны.

Было показано, что ХПР влияет на мембранные
фосфолипиды, изменяя их состояние в области
полярных головок и жирнокислотных цепей [22, 35],
причем эти эффекты могут быть обратимыми [22].
На основании вышеописанных данных можно пола-
гать, что «мишенью» действия ХПР в условиях
ПГШ являются мембранные фосфолипиды.

В условиях ПГШ эритроцитов на этапе дегид-
ратации в плазматических мембранах клеток фор-
мируются микродефекты [11], которые на последую-
щем этапе регидратации увеличиваются до раз-
мера гемолитических пор. Присутствие ХПР в среде
регидратации предотвращает развитие этого про-
цесса за счет способности вещества влиять на липи-
ды и вызывать их реорганизацию при встраивании
в эритроцитарную мембрану [13, 18, 22, 29, 34].

Тот факт, что при предварительной обработке
клеток хлорпромазином вещество (в любых комби-

The mechanism of antihemolitic action of CPZ
under stress conditions could be associated with the
inhibition of calmodulin, if pre-incubation of erythro-
cytes with CPZ is followed by protective effect under
the PHS conditions.

After the incubation of erythrocytes with CPZ pre-
sent only at the stage of pre-treatment, we have not
found any  antihemolytic activity of amphiphilic com-
pound under the conditions of following PHS (Fig. 2,
variant 1). Similar  absence of antihemolytic activity
of CPZ was obtained for all possible variants of the
substance presence at the stages of dehydration and
rehydration in case of cell pre-treatment with CPZ
(Fig. 2, variants 2–4). Thus, the addition of CPZ at the
stage of cell pretreatment did not cause any protective
effect under the PHS of human erythrocytes (Fig. 2).
This evidences to the fact that the mechanism of antihe-
molitic action of HPZ is rather not associated with the
preliminary modification of cells.

The introduction of CPZ into media at the stages
of dehydration and rehydration in various combinations
allowed to appear the antihemolytic activity in the case
when the substance was in the rehydration medium
(Fig. 2, variants 6–7). It should be noted that CPR sho-
wed a maximum efficiency only at the stage of rehyd-
ration (Fig. 2, variant 7), where its antihemolytic acti-
vity was 48%.

Thus, the antihemolytic effect of CPZ under the
PHS of erythrocytes could be provided if  the follo-
wing conditions are met: first, the substance must
be present at the rehydration stage, and secondly, it
must be absent during the pre-treatment of the cells.
The antihemolitic activity of CPZ is manifested du-
ring sharp changes in environmental conditions and,
apparently, the observed effect is realized at the level
of the plasma membrane.

It has been shown that CPZ affects membrane
phospholipids, changing their state in the area of polar
heads and fatty acid chains [15, 34], and these effects
can be reversible [15]. Based on the above-described
data, it can be assumed that the membrane phospho-
lipids are the target of the CPZ action under conditions
of PHS.

Erythrocyte PHS is accompanied with forma-
tion of microdefects in cell plasma membrane at the
dehydration stage [31], and at the following rehyd-
ration these could  develop up to the size of hemolytic
pores. The presence of CPZ in the rehydration me-
dium prevents the development of this process due
to the ability of the substance to exert an influence
on the lipids and cause their reorganization when in-
corporated into the erythrocyte membrane [1, 8, 15,
22, 33].

The fact that during the preliminary treatment
of cells with CPZ the substance (in any combination)
does not show any antihemolytic effect under the
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нациях) не проявляет антигемолитический эффект
в условиях ПГШ эритроцитов (рис. 2), свидетель-
ствует о некоторых изменениях в мембране на эта-
пе предобработки, которые, возможно, связаны с
фофолипидами мембран. Исходя из физико-хими-
ческих свойств молекул ХПР (в которых сбалан-
сированы гидрофобная и гидрофильная части) и
характера их локализации в эритроцитарной мемб-
ране [9, 34], а также учитывая тот факт, что «ми-
шенью» ХПР являются фосфолипиды [22, 35],
представляло интерес изучить влияние данного
вещества на асимметричное трансбислойное рас-
пределение фосфолипидов на примере фосфати-
дилсерина. Методом проточной цитофлуометрии
было исследовано состояние эритроцитарной мемб-
раны при действии ХПР в концентрациях и времен-
ных интервалах, при которых он проявлял защитное
действие в условиях ПГШ [8].

Степень нарушения асимметрии мембраны оп-
ределяли по экспонированию на поверхности кле-
ток фосфатидилсерина, который является маркер-
ным фосфолипидом внутреннего монослоя липидного
бислоя. С этой целью использовали Са2+-зависимый
белок аннексин V (молекулярная масса  35–36 кДа),
который обладает высоким сродством к фосфа-
тидилсерину [37]. Аннексин V, конъюгированный
с флуорохромом флуоресцеинизотиоционатом, сох-
раняет высокое сродство к данному фосфолипиду,
поэтому используется как чувствительная метка
для анализа клеток с нарушенной асимметрией
мембраны методом проточной цитофлуориметрии.

Результаты проведенных нами исследований
эритроцитов человека методом проточной цито-
флуориметрии показали, что содержание контроль-
ных эритроцитов (в отсутствии ХПР), связавших
аннексин V, составляло 0,01% (рис. 3). При инкуби-
ровании клеток с ХПР в концентрациях 100, 200 и
300 мкмоль/л содержание позитивно меченных кле-
ток практически не изменялось и составляло 0,02–
0,03%. Данный факт свидетельствует о том, что
ХПР в указанных концентрациях при непродол-
жительном инкубировании с эритроцитами чело-
века не вызывает трансбислойное перераспре-
деление фосфатидилсерина в плазматических
мембранах.

Полученные результаты согласуются с дан-
ными исследования H. Hagerstrand и соавт. [21].
Было установлено, что положительно заряженные
амфифильные соединения в отличие от амфифи-
лов, относящихся к классам неионных и отри-
цательно заряженных, не нарушают асимметрию
эритроцитарной мембраны. По мнению S. Ficarra
и соавт. [18], ХПР приводит к экспонированию
фосфатидилсерина на поверхности эритроцитов
(продолжительность инкубирования клеток с ве-
ществом составляла 2 ч). В указанных эксперимен-

conditions of PHS of erythrocytes (Fig. 2), indica-
tes the appearance of some changes in membrane
during the pre-treatment stage, which may be asso-
ciated with membrane phospholipids. Proceeding from
the physical and chemical properties of the CPZ mole-
cules (a balance between hydrophobic and hydro-
philic parts) and their localization in erythrocyte
membrane [33, 36], and also considering the fact that
phospholipids are the target of CPZ [15, 34], it was
of interest to study the effect of this substance on the
asymmetric transbilayer distribution of phospholipids,
e. g. phosphatidylserine. Using flow cytometry we have
investigated the state of the erythrocyte membrane
under the action of CPZ in concentrations conside-
ring the time intervals under which it exhibited a pro-
tective effect under the conditions of the PHS [29].

The rate of membrane asymmetry disorder was
assessed by presence of phosphatidylderine on the
cell surface, which is a specific phospholipid normally
present in the inner monolayer of the lipid bilayer.
Ca2+-dependent protein Annexin V (molecular weight
35–36 kDa), which has a high affinity to phospha-
tidylserine [37] was used for this purpose. Annexin V,
conjugated with fluorochrome fluorescein isothiocya-
nate, retains a high affinity for this phospholipid, the-
refore it is used as a sensitive marker for the analysis
of cells with disturbed membrane asymmetry by flow
cytometry.

The results of our studies of human erythrocytes
showed that the content of annexin V+ erythrocytes in
the control (in the absence of CPZ) was 0.01% (Fig. 3).
Incubation of cells with CPZ at concentrations of 100,
200 and 300 µmol/L did not result in any significant
changes in the content of positively labeled cells (0.02–
0.03%). This fact indicates that the CPZ in these con-
centrations does not cause a transbilayer redistribution
of phosphatidylserine in plasma membranes following
short-time incubation with human erythrocytes.

The results obtained are consistent with the data
reported by H. Hagerstrand et al. [13]. It was found
that positively charged amphiphilic compounds, do
not compromize the asymmetry of the erythrocyte
membrane unlike the nonionic or negatively charged
amphiphiles. According to S. Ficarra et al. [8], CPZ
provokes the exposure of phosphatidylserine on the
surface of erythrocytes (the duration of incubation of
cells with the substance was 2 h). Under these expe-
rimental conditions the effect was 1%. Longer incu-
bation of human and mouse erythrocytes with CPZ
(48 h) resulted in the eryptosis of these mammalian
cells [3, 17]. In this case, the exposure of phospha-
tidylserine on an outer surface of the membrane even
of the control cells (without the addition of CPZ)
increased significantly (approximately 4–5 times).

In our experiments the pre-incubation of cells with
CPZ did not lead to a transmembrane redistribution
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тальных условиях этот эффект составлял 1%.
Однако продолжительное инкубирование эритро-
цитов человека и мыши с ХПР (48 ч) приводило к
эриптозу клеток этих млекопитающих [15, 24]. При
этом экспонирование фосфатидилсерина на внеш-
ней поверхности мембраны даже контрольных кле-
ток (без добавления ХПР) значительно увеличи-
валось (примерно в 4–5 раз).

В наших экспериментальных условиях предва-
рительная инкубация клеток с ХПР не приводила
к трансмембранному перераспределению фосфа-
тидилсерина (эриптозу), однако отрицательно влия-
ла на результат антигемолитического действия ХПР
в условиях ПГШ. Таким образом, при ПГШ прояв-
ляются скрытые изменения в мембранах, которые
произошли на этапе предварительной инкубации
клеток с ХПР. Для более полного обсуждения полу-
ченного эффекта необходимы дополнительные ис-
следования.

Полученные в работе результаты о влиянии ХПР
на эритроциты в условиях ПГШ (см. рис. 2) и анализ
литературных данных о действии ХПР на мемб-
ранные фосфолипиды [22, 34, 35] свидетельствуют
о том, что в основе механизма антигемолитичес-
кой активности ХПР в условиях ПГШ эритроцитов
лежат быстропротекающие процессы реорганиза-
ции мембраны (при встраивании и распределении
амфифильных молекул в ней), а не биохимическая
модификация клеток.

Выводы
Тот факт, что предобработка эритроцитов ХПР

не позволяет веществу проявить антигемолитичес-
кий эффект, свидетельствует о том, что механизм
защитного действия ХПР в условиях ПГШ эритро-
цитов не зависит от биохимической модификации
клеток. Изменения в мембране под действием ХПР
на этапе предобработки клеток не приводят к
трансбислойному перераспределению молекул
фосфатидилсерина. Защитный эффект ХПР реали-
зуется на этапе регидратации, т. е. в момент рез-
кого изменения условий среды (1,75 → 0,15 моль/л
NaCl). Следовательно, механизм антигемолити-
ческого действия ХПР в условиях ПГШ эритро-
цитов связан с реорганизацией мембраны при
встраивании в нее молекул вещества.

of phosphatidylserine (eryptosis), nevertheless it arres-
ted  the CPZ antihemolitic effect under following  PHS.
Thus, PHS provokes the development of latent chan-
ges occurred in the membranes during the pre-incuba-
tion of cells with CPZ. To reveal deeper machinery of
the effect more research is needed.

The revealed effect of CPZ on erythrocytes under
conditions of PHS (see Fig. 2) and reported previously
action of CPZ on membrane phospholipids [15, 33, 34]
indicate that the mechanism of antihemolytic activity
of CPZ under erythrocyte PHS is associated  with rapid
processes of membrane reorganization (integration and
distribution of amphiphilic molecules in it), rather than
with  biochemical modification of cells.

Conclusions
The fact that the pre-treatment of erythrocytes did

not allow the substance to exhibit an antihemolytic
effect indicated that the mechanism of protective effect
of CPZ under the conditions of PHS of erythrocytes
did not depend on biochemical modification of cells.
Changes in membrane under the action of CPZ du-
ring pre-treatment of cells did not lead to a transbi-
layer redistribution of phosphatidylserine molecules.
Protective effect of CPZ was implemented at the rehyd-
ration stage, i. e. at the moment of a sharp change in
environmental conditions (1.75 → 0.15 mol/L NaCl).
Consequently, the mechanism of CPZ antihemolytic
action under conditions of PHS of erythrocytes was
associated with the membrane reorganization caused
by an incorporation of the substance molecules into it.
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