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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ.

Актуальність проблеми. У наш час одержана велика кількість 

експеримитальних даних, які свідчать про те, що одним з головних 

фактор ів, контролюючих холодову та осмотичну чутливість клітини, 

в їх об'єм у момент охолодження та дії гіпертонічного стресу (jt/e- 

Гу m an,1941,1919',Fa rra n t,l912 ). При цьому зміну клітинного о*£%- 
му пов'язують з осмотичною відповіддю клітини на зсув осмолярно- 

сті зовнішнього середовища (.Fb rra n t, 19І2-Т}і/Пег-уґПЄЛ .1971; 

Редд ,1987). Незважаючи на значний об'єм експериментальних да­
них, присвячених осмотичним реакціям клітин, практично не дослід­

жені процеси, які модулюють об'єм клітин та мають у своєму засно- 

ві зміну бар'єрних властивостей мембрани. Показано, що в умовах 

гіпертонічного стресу відбувається звільнення внутріклітинних 

електролітів { F a rra n t,1972;i,e .W ,1987). У ряді робіт такі про­

цеси розглядаються як основа для пояснення механізмів пошкод­

ження клітин, котрі розвиваться при заморожуванні (Білоус, Бон­

даренко, 1985; ПІС G-rtlih, 1985). Необхідно враховувати те, що по­
рушення іоного гомеостазу клітини у гіперосмотичних розчинах не- 

електролітів виражені значно більие порівняно з відповідними змі­

нами у розчинах солей ( fro n to n  , V9i>b',dernhardt » 1992). Зміна 
Іонного балансу на мембрані в розчинах неелектролітів, наприклад, 

у сахарозі, пов'язана з індукцією однонаправленного виходу катіо­

нів із клітини. Подібний перерозподіл катіонів здатній викликати 

додаткове обезвожування клітини внаслідок зменпення осмотичної 

активності цитозолю та супутнього цьому виходу внутріклітинної 
води. Останнє може мати несприятливий вплив на стан клітини,особ­

ливо в умовах, коли клітинний об'єм близький до мінімального.

Враховуючи викладене має значний інтерес оцінити вплив таких 

факторів, як зміна клітинного об'єму та втрати внутріклітинних 

електролітів на процеси, які лежать в основі сенсибілізації ерит­
роцитів до зміни температурних та осмотичних умов середовища.

У наш час висловіено припущення, що чутливість клітин до змі­
ни температурних та осмотичних характеристик середовища залежить 
не тільки від об'ємної дегідратації, але й від глибини обезвожу­

вання полімерного білкового вару, який утворює цитоскелет кліти­

ни (Бондаренко, 1988). Припускається, що критичною фазою обезво­

жування клітин в гіпертонічних розчинах є набуття стану, коли з 

них видаляється об'ємна вода, після чого розвивається дегідрата­

ція білкового шару {Heun£>u$h ,1985;Бондаренко ,1988), Вра­

ховуючи те, що білковий скелет являє собою іонний гель (.S io kke  ,



1985-86; ShcrflUS ,Ь88;5 ^ 0 $ 0 (Уа .1992). на стабільність якого 
значний вплив має pH та іонна сила середовища, можна припустити» 

що процеси, які супроводжують обезвожування клітини ( в першу чер­

гу, зміна концентрації внутріклітинних солей та внутріклітинного 

pH ) будуть впливати на структурну стабільність мембрани. Це оз­

начає, що динаміка реорганізації білкового гелю при обезвожуванні 
клітини в розчинах неелектролітів буде визначати ступінь сенсибі­

лізації еритроцитів до наступних температурних та осмотичних змін 

умов середовища. Додатковим фактором, який контролює розвиток де­

стабілізуючих явищ у білковому гелі може бути тривалість контакт; 

клітини з неелектролітним середовищем.

Мета роботи. У зв'язку з викладеним вище, метою роботи є вив­
чення впливу початкових умов середовища (температури, іонної силш, 

складу, pH) у розчинах неелектролітів та змішанних середовищ змін­

ного складу на стійкість еритроцитів до холодового та осмотичного 
впливу, а також до заморожування.

Задачи дослідження.

1. Оцінити критичні інтервали часу, в межах котрих з'являєть­

ся чутливість еритроцитів до наступної зміни температурних та ос­

мотичних параметрів середовища в залежності від початкової осмо- 

лярності та складу неелектролітного розчину. Виявити критичне зна­

чення осмолярності неелектролітних середовищ, при яких еритроцита 

сенсибілізуються до наступних температурних та осмотичних впливів 

при різній тривалості інкубації, а також в залежності від початко­

вих осмотичних та температурних умов.

2. Оцінити роль процесів, пов'язаних з втратою- внутріклітин­
них електролітів у розвитку холодової та осмотичної чутливості 

еритроцитів при обезвожуванні в середовищах, які містять неелект- 

роліти.

3. вивчити вплив кислотно-основних характеристик неелектроліт­

них середовищ на роввиток холодової та осмотичної чутливості ерит­

роцитів. Оцінити ступінь порушення кислотно-основного гомеостазу

в клітині в залежності від початкових осмотичних, кислотно-основ­

них, іонних параметрів середовища та тривалості інкубації еритро­

цитів у цих середовищах.

4. Оцінити зв'язок між глибиною обезвожування еритроцитів у 

неелектролітних та змішанних середовищах, ступенеиуспрямованніств 

змін клітинного об'єму, а також характером модифікації структури 

білкового скелету в залежності від осмотичних, температурних та 

кислотно-основних параметрів середовища.

-  и -
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Наукова новизна. Встановлено, що ступень сенсибілізації 

еритроцитів до охолодження та гіперосиотичного стресу контролює­

ться двома групами процесів: процесами, пов'язаними з осмотич­
ним обезвожуванням клітин, та з процесами, котрі мають у своїй 

основі зміну проникливості мембрани, що викликає звільнення внут­

ріклітинних електролітів. Останнє супроводжується зсувом кислот­

но-основної рівноваги клітини в сторону зменшення pH, що висту­

пає додатковим фактором сенсибілізації клітини до холодової та 
осмотичної дії. Структурною основою зростання чутливості є змі­

ни стану білкового цитоскелету.

экспериментально показано, що зниження pH середовища викликає 

агрегацію ізольованих цитоскелетних комплексів; при наближенні до 

критичного значення pH, яке відповідає ізоелектричній точці ос­

новного компонента цитоскелетної сітки - спектрин* - процес до­

сягає максимальної інтенсивності. Знайдена залежність ступеню ре­

лаксації цитоскелетних комплексів при поверненні до вихідних зна­

чень кислотності середовища від тонічності цього середовища: при 

збільшенні тонічності здатність системи до самовідновлення падає.

Сумарним ефектом процесів звільнення внутріклітинних електро­

літів та зміщення кислотно-основної рівноваги цитозолю з'являєть­
ся додаткове, по відношенню до викликанного осмотичними умовами, 

зменшення об'єму еритроцитів. Вперше встановлено, що найбільшо­

го розвитку цей процес набуває в умовах тривалої інкубації ерит­
роцитів в неелектролітних середовищах з низьким значенням pH.

Вперше показано, що введення солей на фоні існуючої осмотич­

ної дегідратації веде до збільшення об'єму клітин та зніження 

рівня пошкодження при наступному охолодженні. *

Вперше показано, що характер впливу кислотності гіперосмо- 

лярного неелектролітного середовища на чутливість еритроцитів до 

холодового та осмотичного впливу має протилежну спрямованність 

порівнянно з впливом гіпертонічного електролотього середовища.

Показано, що в розчинах, які містять неелектроліти, аактором, 
яким контролює чутливість еритроцитів до холодового та гіперосмо- 

тичного впливу, є тривалість перебування у цих середовищах. Ви­

явлено діапазон осмолярності, у якому проявляє себе "часова" ком­

понента сенсібілізації при інкубації еритроцитів в розчинах не- 

електролітів. ііри осмолярності середовища вище цього значення про­

цес розвитку холодової чутливості контролюються переважно осмо- 

лярністю.
Охолодження еритроцитів до -І96°С змінює напрямок впливу тако­

го фактору, як pH середовища, на протилежний, порівнянно з охо-
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лодженням клітин до 0°С.

Основні висновки, винесені до захисту.

1. Чутливість еритроцитів до холодового впливу у розчинах, 

які містять неелектроліти, контролюються, поряд з осмолярністю 

та температурою середовища, тривалістю інкубації у гіпертоніч­

них умовах.

2. Порушення іонного гомеостазу еритроцитів, яке пов'язане 

з виходом внутріклітинного калію в умовах дегідратації в розчи­

нах неелектролітів супроводжується зміщенням кислотно-основної 

рівноваги клітини в сторону зменшення pH, що асоційовано з роз­

витком чутливості клітин до наступного охолодження.

3. Аарактер впливу кислотності гіперосмолярного неелектро- 

литного середовища на чутливість еритроцитів до дії температур­

ного та осмотичного фактора має протилежну спрямованність по­

рівняно з впливом гіпертонічного сольового середовища.
Теоретичне значення роботи. Представлені результати роз­

ширюють уявлення про механізм, якій контролює чутливість клітин 

до зміни температурних та осмотичних умов середовища. Підтверд­

жується припущення, що структурною основою цього механізму в 

динамічний стан цитоскелету. Експериментальний матеріал, при­

ведений у роботі, дозволяв конкретизувати елементи, пошкоджен­

ня яких в реальних умовах охолодження, заморожування та відтав- 

вання можуть впливати на структурну та функціональну стійкість 

клітини, і в ряді сітуацій набувати особливого значення.

Практичне значення роботи. Практичне значення роботі по­
лягав в розробці нових напрямків регуляції стану клітин на 

етапах, які передують охолодженню та заморожуванню з метою під­
вищення стійкості до дії пошкоджуючих факторів.

Апробація роботи. Основні матеріалі, представлені в даній 

роботі були викладені на Всесоюзній конференції по біохімії 

мембран (Мінськ, 1966), конференціях молодих вчених Інституте 

проблем кріобіології та кріомедицини АН України (Харків,1987,

1988, 1990, 1991), на Всесоюзній конференції "Реконструкція, 

стабілізація та репарація пошкодженнях біологічних мембран" 
(Благовєщенськ,1989), на II Міжнародній конференції "Успіхи су­

часної кріобіології" (Харків,1992), на ІУ Українському біохіміч­
ному з'їзді (Київ,1992).

Публікації. По матеріалах дисертації опубліковано II на­

укових робот.

Структура дисертації. Виконані дослідження в частино» пла-



нових наукових робіт Інститута проблем кріобіології та кріомеди- 

цини АН України по темі:

Дисертаційна робота складавться із вступу, 2 глав обліку лі­

тератури, опису матеріалів та методів, 4 глав власних досліджень, 

їх обговорювання, висновків та списку цитубмої літератури, вклю­

чаючи 2иб робіт закордонних авторів та 40 вітчизняних. Робота 

викладена на 123 сторінках машинописного тексту, містить 48 ма­

люнків та 2 таблиці.

ЗМІСТ РОБСТй

МАТЕРІАЛИ ТА МЛОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ.

Об'єктом досліджень були еритроцити людини (II група), хов­

раха, щурів. Клітини тричі мили ІО-кратним об*віом фізиологічного 

розчину, який містив 5 мМ фосфатного буферу. Тіні еритроцитів 

одержували за методом Dodge. ,1963. Ізольовані цитоокелети ерит­
роцитів одержували за методом Bectt/е л , 1985.

Холодовий шок еритроцитів моделювали на основі загальнопри- 
нятої методики б-ґеЄґ) ,Уипд,1977. В експериментах використову­
валась 2£-на суспензія еритроцитів. Рівень гемоліза визначали по 

виходу гемоглобіне за допомогою спектрофотометра С«-4А (А«543нм). 
Лри заморожуванні використовувались кріопротекгори - ПіГ-ІООО та 

гліцерин, які додавались в аліквоту, підібрану в кожній точці ча­

су безпосередньо перед заморожуванням (кінцева концентрація -15%).
Вимірювання об'єму еритроцитів проводили за допомогою двох 

методів - спектроскопії імпульсів опору (OTksSOn ,1985) та ге- 

матокрітним методом (центрифуга типу МГц-8).

Вимірювання кінетики лізису еритроцитів, викликаного умова­

ми кислотності середовища, проводилось за допомого® метода мало- 

кутового розсіювання світла суспензією клітин (Lcftimer ,1982). 

на установці, створеній на базі монохроматора Сї>-4А (/1=720 нм).

За допомогою цього метода також регістрували кінетику переходів 

форм клітин (Дегтярьов,І988). Морфологічний контроль здійснювали 

за допомогою мікроскопа типа Віолам. Форму клітин класифікували 

по &eS5LS ,1973.
вихід калію з еритроцитів визначали методом ІТІасеу, 1984 за 

допомогою валіноиіцинового електроду 0Р-К-07ІІЗ (.Угорщина).

Вимірювання внутріклітинного pH проводили за методом R.OOS , 
Ногол , 1981 за допомогою рН-метра 0Р-2І2 (Угорщина). Вимірюван­

ня динаміки кислотності середовищ Інкубації регістрували тим же

- 7 -



електродом, запис сигналу здійснювали зо допомогою самописця Т—21 

(Чехословаччина).
электрофорез білків тінів еритроцитів проводили за методом 

,1970. Гелі сканірували на денситометрі СД -200 С '540 им).

Вимірювання процесів агрегації цитоскелета проводили за допо­

могою метода малокутового розсіювання, як описано вище С “720 жм).

Осмотичний тиск середовища вимірювала на осмометрі типу 

ОМКА-ІЦ-ОІ. Статистична обробка результатів експериментів прово­

дилась за методом Фівера - Ст'юдента, як описано Бейл1,І963.

РЕЗУЛЬТАТИ ВЛАСНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ.

1-І. Холодовий вок еритроцитів в неелектролітних та 

зміианних середовищах: значення внутріклітинного 

електролітного гомеостазу.
Проведені експерименти показали, що осмолярність середовища 

при інкубації еритроцитів у розчинах неелектролітів не є единим 

фактором, який контролює чутливість клітин до холодового шоку. 

Значну роль в механізмі сенсибілізації відіграв тривалість інкуба­

ції клітини на початковому етапі перед охолодженням. Показано, т  
еритроцити набувають чутливість навіть в середовищах, осмолярність 

яких незначно перевищує фізиологічний рівень - 450 мосмоль (мал.І).

Типова кінетика сенсибілізації еритроцитів до охолодження в 

неелектролітних середовищах мав дві фази - початкову фазу зростан­

ня чутливості і плато, коли чутливість заливається на одному рів­

ні (мал.І,2). Нерва фаза відповідав періоду, в межах якого швид- 

кість звільнення внутріклітинного калію достатньо велика (мал.З).

Закономірності, отримані для розчинів сахарози, спостеріга­

лися І в гіперосмотичних розчинах манітолу (мал.2). Встановлено, 

що фактор часу в найбільшій мірі проявлявться в неелектролітних 

середовищах з осмолярністю нище 1000 мосмоль, вище цього рівня 

значення фактору чаоу нівелюється (мал.4).

Динаміка виходу іонів калію з еритроцитів, які інкубіровали- 

ся в розчинах неелектролітів, відповідає динамиці розвитку чутли­

вості до охолодження (мал.9). Звільнення іонів контролюється осмо­

лярністю середовища (ма.ІІ). Включення в середовище інкубації КСІ 

інгібірує звільнення внутріклітинного калію; введення КСІ або УаСІ 
в концентрації 150 мМ повністю блокує вихід іонів калію. Ххорід- 

іои, введений з непроникаючим катіоном (холінхлорід), Інгібірує 

цей процес в 2 рази слабее (мал.12).

Зміни клітинного об'єму, викликані звільненням калію (додат­

кові по відношенню до зумовлених осмотичними умовами) були зафік-

-  8  -
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совані в розчинах сахарози з оомолярністю до 0,5 М. При зро­

станні осмолярності до 0,8 М, на фоні значної осмотичної дегід­

ратації зміни об'єму, викликані втратою іонів К*, мінімальні 

(мал.II).
Включення солей у розчин неелектролітів різко змінює ха­

рактер залежності холодової чутливості еритроцитів від тривало­

сті інкубації (мал.15). В присутності ІиО мМ КаСІ еритроцити 

практично втрачають чутливість до холодового шоку, якщо осмо- 

лярність неелектролітного середовища нище 1000 мосмоль (мал.ІЗ). 

Порівнюючи ці дані з результатами, які подані на мал. **, можна 
зробити висновок, що КОО мосмоль в критична межа, вище якої в 

механізм сенсибілізації включаються процеси, пов'язані з пере­

важним впливом осмолярності середовища. При нищих значеннях ос­

молярності зростав роль процесів, пов'язаних з порушенням іонної 

рівноваги на мембрані.
Конкретний характер сенсибілізації еритроцитів залежить від 

їх видової належності, яка детермінує динаміку та спрямованність 

перерозподілу електролітів по обидва боки мембрани {Z s .ic / le r-, 
1979). У випадку зкмосплячих, коли працюють системи, які обмежу­

ють втрати внутріклітинних електроліті» (Монін,1987), еритро­

цити демонструють більву стійкість до гіперосмотичного стресу 
та охолодженню порівнянно з еритроцитами людини (мал.17,18).

I—II. Об'ь. -X зміни клітини як фактор холодової 

чутливості.
йк свідчать результати наших експериментів, збільшення 

вмісту неелектроліта у середовищі інкубації різко зменшує об'єм 

еритроцитів; при цих же умовах відмічається зріст чутливості 

клітин до охолодження (мал.21). Включення у зовнішнє середовище 

електролітів веде до збільшення об'єму клітини, при цьому спо­

стерігається значне зменьоення рівня холодового шоку vмал.21j.

За допомогою спектроскопії імпульсів опору показано, що віднос­

не збільшення об’єму еритроцитів на фоні вже існуючого осмотич­

ного обезвожування при введені в середовище ItaCI в діапазоні 

концентрацій 50-250 мМ досягає 10# (мал.22).

Часова динаміка зменьшения об'єму найбільш чітко проявля­

лася в 0,3-0,5 М розчинах сахарози, при збільшенні концентрації 

до 0,8 М така динаміка нівелюється (мал.II). причина цього може 

бути пов'язана з двома моментами: р̂еалізацією процесу в почат­

ковій фазі інкубації та 2)обмеженмям об'ємних змін з боку біл­

кових структур клітини. Внесок гемоглобіну також можливий, бо
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при наближенні осмодярності середовища до вказаних значень він 

різко змінює свої в'язко-пластичні характеристики в бік рігідно- 

сті {CrandoU, 1979).
показано, що для обмеження або обернення процесів, які мо­

дифікують стан клітини при зміні ії об'єму на етапі перед охолод­

женням, достатньо змістити осмолярність до рівня, який забеспе- 

чув високоамплітудну регідратацію ("об'ємну") або ввести в зов­

нішній неелектролітний розчин електроліти, що здатно забеспечити 

"структурну" (цитоскелетну) регідратацію-#ал.24 та 25,

У експерименті, результати якого подані на мал,24, аліквота 

суспензії клітин у кожній точці часу розводилась до 0,4 М-ої кон­

центрації, після чого клітини інкубірували ще 10 хвилин при 37°С, 

а потім 10 хвилин охолоджувались до 0°С, Процедура розведення 

знижує чутливість клітин до охолодження, але і в цьому випадку 

зберігається залежність рівня сенсибілізації клітин від тривало­

сті контакту з дегідратуючим середовищем.

іривалість Інкубації ив.;

Мал.24. Чутливість ерит­
роцитів до охолодження (37- 0°С) 
у розчинах сахарози без та після 
попереднього розведення до 0,4 М: 
1-0,7 М розчин сахарози. 2-попе- 

редньо розведенний до 0,4 М{ 3- 
0,6 М розчин, 4-попередньо розве­
дений до 0,4 М, рН'7,4.

Тривалість інкубаціїU bJ

Мал.25. Чутливість ес 
тів до охолодження (37. 
у розчинах сахарози без та 
після попереднього додання 
солей. Кінцева концентрація 
солей-0,3 М: 1-0,6 М розчин 
сахарози, 2-попереднв додан­
ня 0,3 М Х-аСІ, 3-попередне 
додання 0,3 М КСІ, pH»7V4.

.Виходячи з даних, які подані на мал.25, можна зробити висно­

вок, що введення солей у неелектролитнє середовище в значній мі­

рі може бути аналогічно розведенню. Включення солей безпосередньо 
на стадії шоку не знижує розвиток пошкоджень .̂мал.27),

Проведения процедури, подібної описаній на мал.25 в розчині 

сахарози з рН*5,0 не запобігає розвиток гемолізу після охолоджен­

ня (мал.26). Враховуючн̂щоінтенсивиість виходу внутріклітинного
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калію в гіпероскотичних розчинах сахарози не залежить від кіс- 

лотності середовища (кал.28), то в цьому випадку зміни об'єму, 

викликані втратов калію, важко розглядати як провідний фактор 

цього явища.

I—XII. Холодовий вок еритроцитів: значення 

внутріклітинної кислотно-основної 

рівноваги.

Згідно моделі L e w  , R o o k d iin .lW , звільнення з дегідра- 
тов&них еритроцитів Іонів калію є частиною загального процесу 
звільнення гіпертонічного розчину, «о містить солі калію та КОН. 

Наслідком цього процесу буде включення Н+ до цитозолю. Враховую­

чи те, що швидкість включення Н* у клітину в значній мірі визна­

чається показником кислотності зовнішнього середовища {fic r/tO S , 
1986), було припущено, що динаміка сенсибілізації еритроцитів 

у неелектролітніх розчинах повинна залежити від такого парамет­

ру середоваща, як pH. Якщо за вихідний параметр взяти чутливість 

еритроцитів до охолодження у неелектролітніх розчинах з рН-7,0, 

то зміщешя pH середовища у лужну область приводить до зменьнен- 

ня рівня гемолізу, зсув j  кислу область підвищує чутливість клі­
тин, що особливо виражено при pH*5,0. Суттєва різниця в рівні 

сенсибілізації еритроцитів до охолодження починає проявлятися на 
90-у хвилину Інкубації, та стає максимальною на І80-у хвилину, 

що співпадав з динамікою звільнення іонів калію (мал.32).

Враховуючи те, що головним білком цитоскелету є спектрин, 

який на кінцях своїх дімерів несе негативний заряд та молекули 

якого-ентропійні пружини, можна припустити, що закислення внут­

ріклітинного вмісту буде підсилювати процеси, які мають місце 

при дегідратації клітини. Ло числа таких процесів у першу чергу 
слід віднести скорочення спектринових субодиниць, зменьвення 

кількості їх ефективних сиивок (Svo&oda ,1992; -Я£о/̂ /?,І988) 

та, як наслідок, агрегацію та розшарування гельових структур на 

області, висококонцентроваиі за білком та облаоті відшарованого 

розчинника. Подібні процеси відомі для цілого ряду білкових ге- 

л«І.(Реб1ндер, 1966; Ізмайлова, 197%; Q c rrsie n  ,1970). Як показали 

результати наших експериментів, зниження pH середовища викликає 

агрегацію ізольованих цитоскелетних комплексів (мал.39). При наб­

лиженні до критичного значення pH, яке відповідає ізоелектричиій 

точці спектрину (5,0), процес досягає максимальної Інтенсивності. 

Показана залежність ступеню релаксації цитоскелетних комплексів 

при поверненні до вихідних значень кислотності оередовища від то­

нічності цього середовища: прн ябільяеаиі тонічності здатність
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системи до самовідновлення падав.

Найбільша відносна зміна об'єму еритроцитів на фоні початко­

вої осмотичної дегідратації на І80-у хвилину інкубації у неелект- 
ролітному розчині відбувається якраз у кислих середовищах (табл. 

І). При введенні до неелектролітного середовища 0,15 М ¥аСІ, які 

тимчасно блокують в/.ход внутріклітинного калію, часова різниця 

в об'ємі, також, як різниця об'єму за pH, стає мінімальною.
Регістрація зміщення pH незабу̂ереного зовнішнього середови­

ща при експонуванні у ньому еритроцитів показала, що найбільший 
зсув у лужну область спостерігається там, де клітини демонстру­

ють найбільший ступень дефіциту іонів калію; Динаміка зміни зов­

нішнього pH співпадала з динамікою звільнення цього катіону та 

з динамікою сенсибілізації еритроцитів до охолодження (мал.33). 

Найбільше закислення внутріклітинного середовища при інкубації 

еритроцитів у неелектролітніх розчинах спостерігалось при низь­

ких значеннях зовнішнього рНСмал.З1»).

.10казано, що на момент розвитку найбільших кислотних та іон­

них змін внутріклітинного середовища та найбільшій чутливості до 

холоду були зарегістровані найбільші зміни в електрофоретичному 

спектрі, пов'язані, насамперед, со спектрином (мал.36). Введення 

у сахарозний розчин солей у оптимальних концентраціях запобігало 

дєвтруктівних змін білков мембрани імал.36). Зроблено припущення, 

що в умовах зменьшення екранування негативно зарядженних молекул 

цитоскелету зберігавться пластична гелєва структура, яка хоча і 

відрізняється від нативній, але забеспечує структурну стабільність 
мембрани.

III. Лізис еритроцитів, який викликан зниженням 

pH зовнішнього середовища.

У главі подані результати досліджень динамік! процесу лізиса 

ерітроцитів, який розвивається в умовах зниження pH зовнішнього 
середовища. Встановлено, що при досгненні pH розчину 4,9f значно 
зростає щвидкість лізису (.мал.42). Обробка еритроцитів акридином 

оранжевим, який викликав агрегацію білкових структур мембрани, 

прискорює лізис клітин (.табл.2). Лодібний результат спостерігає­

ться при зкрепленні білков цитоскелету та мембрани через додатко­

ві дисульі,ідні зв'язки,які утворюються після обробки клітин хло- 
рідом кадмія (табл.2).

Досліджені зміни форм»клітин, як інтегрального параметру, що 

відображає зміни стану"опорних систем. Динаміка трансформації бу-
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ха представлена фазами: дискоцит - стоматоцит - сфера (мал.43), 
Швидкість переходу контролювалась температурою та pH. При набли­

женні зовнішнього pH до 5,0 спостерігалось значне зменьшення ко­

ефіцієнту сферінності (сферуляція) еритроцитів та тінів (мал,40). 

Припускається, що в основі трансформації лежать процеси супряжен- 
ня бар'єрної нестійкості та нестійкості до вигіну, які при кри­

тичному поєднанні викликають появу пори. Зниження pH може стати 

пусковим фактором зриву бар'єрной стійкості та стійкості до вигі- 

ну внаслідок модифікації скелетного комплеку.

Глава ІУ присвячена особливостям кріогемолізу еритроцитів у 

неелектролітних середовищах при негативних температурах„ Показа­

но, що при експонируванні еритроцитів при Т=-І0°С у розчинах не­

електролітів також спостерігається часова динаміка лізису клітин, 

яка контролюється осмолярністю середовища (мал.44). При заморожу­

ванні також визначається розвиток гемолізу протягом часу, але 
вплив осмотичного фактору стає меньш вираженими (мал.45). Спосте­

рігається одночасовий вихід усіх кривих на плато в інтервалі 30- 

60 хвилин» незалежно від осмолярності середовища. Останнє свід­

чить про те, що до механізму пошкодження клітин при заморожуван­

ні в неелектролітніх середовищах залучени фактори, які відсутні 

при охолодженні до 0°С. Охолодження еритроцитів.до -І96°С змінює 
напрямок впливу pH зовнішнього середовища (мал.47). Найбільші пош­

кодження відбувались у лужніх середовищах, в протилежність тому, 
що спостерігається при охолодженні клітин,яке проходить без кри­

сталізаційних процесів (мал.32). ііодібна pH-залежність відзначає­

ться при переносі еритроцитів з розчинов сахарози у сольові сере­
довища з одночасним охолодженням до 0°С (мал.46).

ВИСНОВКИ.

І. Ступень сенсибілізації еритроцитів до охолодження та гі­

пертонічного стресу у розчинах, що містять неелектроліти, контро­

люється двома групами процесів: процесами, пов'язаними з осмотич­

ним обезвожуванням клітин, та з процесами, які мають в основі змі­

ни проникливості мембрани, що приводить до звільнення внутріклі­

тинних електролітів. Останнє супроводжується додатковим, по від­

ношенню к викликанному осмотичними умовами, зменьшенням клітинно­

го об'єму. Введення електролітів у неелектролітні середовища змі­

нює відповідь еритроцитів на тривале експонування в гіперосмотич- 

них середовищах і розвиток чутливості до охолодження. У цьому ви­
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падку клітини демонструють звільнення об'єму порівняно того, що 

досягавться в умовах неелектролітного розчину.
2, У середовищах, що містять неелектроліти, чутливість ерит­

роцит і ijso холодового та осмотичного впливу контролюється, крім 

осмолярності та температури розчину, тривалістю експонирування у 

дегідратуючих умовах. Тривалість інкубації визначав межу осмо­

лярності, вище якої відбувається зміна бар'єрних власностей 

мембрани та розвиток холодового шоку. Тривалість інкубації конт­

ролює холодову чутливість еритроцитів людини в інтервалі осмо­
лярності до 1000 мосмоль. При підвищенні осмолярності середови­

ща вище цього значення, вплив часового фактору нівелюється, хо­
лодова чутливість контролюється переважно осмолярністю розчину.

3. Процес звільнення внутріклітинного калію супроводжується

зміщенням кислотно-основної рівноваги к л і т и н и  у  бік зниження pH. 

Глибина розвитку останього процесу залежить від кислотності де- 

гідратуючих розчинів, у яких клітини експонуються поперед охо­

лодженням. Характер впливу кислотності гіпвросмолярного неелект­

ролітного середовища на холодову та осмотичну чутливість еритро­
цитів мав протилежну спрямованність порівняно з гіперто­

нічним сольовим розчином.

4. Зниження pH середовища, а також підвищення осмолярності, 
викликав кренування еритроцитів. Бважається, що в основі цих 

змін лежать процеси, пов'язані зі зміною стану білкового гелю, 
який утворює цитоскелет. ари наближенні до критичним значення 

pH (5,0) клітини та тіні трансформуються у сфери, що може відо­

бражати процеси порушення прикріплення скелету до мембрани, які 

супроводжують об'ємне стиснення білкового гелю. Наслідком таких 

процесів став прискорення лізису, зумовленого зміщенням pH зов­

нішнього середовища.
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