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ЗАГАЛЬНІ ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність проблеми. У наш час Існує достатній об'єм 

експериментальних даних, які вказують на те, що однією з причин, 

яка приводить до пошкодження еритроцитів під час заморожуванім, в  
зміни' в структурі комплексу цитоскелет-біслой внаслідок зростання 

осмотичного градієнта на мембран! сБондаренко В.А., 1988). Відомо, 

що розвиток чутливості еритроцитів до холодового шоку в 

гіпертонічних розчинах в значній мірі залежить від pH та іонної 

СИЛИ середовища CGreen F.A., Yung C.Y., 19773, ЯКІ КОНТРОЛЮЮТЬ

ШТОКИ хлору та калію В еритроцитах CBarnhardt 1., 19923. У ТОЙ ЖЄ 

час чутливість еритроцитів до гіпертонічного шоку не залежить від 

складу середовища передінкубаціІ, о визначається тільки його 

осмолярністю сПоздняков В.В., І989з. Це вказує на важливу роль 

початкового об’єму клітин у їх чутливості до гіпертонічного та 

холодового шоку.

Крім того, встановлено, що білки цитоскелета відповідають за 

регуляцію ОСМОТИЧНОЇ поведінки еритроцитів CHeunbush P . , 19853.

Отже, чутливість еритроцитів до холодового та гіпертонічного шоку 

може визначатись станом мембранного скелета. Його окремих 

компонентів та їх взаємодією з інтегральними білками мембрани, 

зокрема, з білком смуги 3.

Враховуючи це, метою нашої роботи було вивчення особливостей 

розвитку чутливості еритроцитів до холодового та гіпертонічного 

шоку при модифікації функціонального та структурного стану білка 

смуги 3 еритроцитів, а також при модифікації взаємодії вказанного 

білка та білка смуги 4.1 з компонентами цитоскелета.

Задачі дослідження. Згідно з постановленною ' метою роботи 

передбачали вирішити такі експериментальні задачі:

1. Дослідити взаємозв'язок між характером модифікації білка 

смуги 3 мембран еритроцитів та розвитком чутливості клітин до 

холодового та гіпертонічного шоку.

2. Дослідити динаміку розвитку чутливості еритроцитів до 

холодового та гіпертонічного Шоку в умовах, коли зростання 

осмолярнооті середовища передінкубаціІ супроводжується або не 

супроводжується збільшенням Іонної сили.

3. Вивчити, динаміку розвитку чутливості еритроцитів до 

холодового та гіпертонічного шоку після обробки клітин реагентами 

(ДІДС. тамв, геміні, модифікуючими взаємодії білків цитоскелета між



собою та з компонентами мембрани.

Наукова новизна. Показано, що розвиток чутливості еритроцитів 

до холодового та гіпертонічного шоку в розчині, який містить 0.86 
моль/л сахарозу ббо 1 .2 моль/л n & c i , може залежати від іонного 

складу клітини. Але чутливість еритроцитів до гіпертонічного шоку 

при переносі клітин в 3 моль./л Naci не визначається 'цим фактором.

Показано, що спрямованність дії' інгібіторе аніонного 

транспорту ДІДО на розвиток чутливості еритроцитів до холодового та 

гіпертонічного шоку корелює зі спрямованністю його впливу на 

звільнення катіонів калію з клітин. Якщо середовище передінкубаціі 

містить гіпертонічний розчин з низькою іонною силою (0.86 МОЛЬ/Л 

сахароза), то Інгібірування втрат калію в присутності ДІДО 

супроводжується блокуванням розвитку ХОЛОДОВОЇ І'і осмотичної 

чутливості. І навпаки, коли середовище передінкубаціJ містить 

Гіпертонічний розчин 3 ВИСОКОЮ ІОННОЮ СИЛОЮ < 1. 2  МОЛЬ/Л N a C I ) ,  то 

збільшення рівня втрати калію в присутності Інгібітора 

супроводжується ростом чутливості ериїроцитів ДО ХОЛОДОВОГО та 

гіпертонічного шоку.

Показано, що модифікація еритроцитів ШМБ або геміном 

приводить до втрати здатності цих клітин змінювати свою форму при 

зростанні осмолярності середовища.

Теоретичне та практичне значення роботи.

Механізм розвитку чутливості еритроцитів до холодового та 

гіпертонічного шоку пов’язаний з модифікацією взаємодій білка смуги 

4.1 та білка смуги 3 з компонентами цитоскелета.

Одержані в роботі результати дозволяють обгрунтувати нові 

підходи щодо розробки методів ' низькотемпературного консервування 

еритроцитів, враховуючи вшив температури, іонної сили, 

концентрації Іонів хлору, а також осмолярностt консервуючого 

ровчшіу. .

Положення, які виносяться на захист.

і. Розвиток чутливості еритроцитів до холодового та 

гіпертонічного шоку визначається механізмом* залежним від 

осмолярності середовища, в основі якого лежить модифікація 

структурних взаємодій мі* п1тоскелетом та мембраною.
3. Розвиток холодового шоку еритроцитів в гіпертонічних 

розчинах з низькою (0.86 моль/л сахарози) або високою Іонною силою 
(1,2 моль/л нас і) залежить від ібнного складу клітини, в той же час
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гіпертонічний шок не визначається цими факторами.

Апробація работе. Матеріали работа доповідались иа лл. 

Українскому біохімічному з’їзді (Київ, 1992).

Публікації. По матеріалам дисертації опубліковано 2 роботи.

Структура дисертації. Дисертаційна работа складається з вступу, • 

огляду літератури, опису матеріалів та методів-, Б глав власних 

досліджень та їх обговорюваній, закінчення, висновків та списку 

літератури, який включає 147 робіт закордонних авторів та 20 - 

відчизняних. Работа викладена на 138 сторінках машинописного 

тексту, містить га малюнка.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ.

У роботі використовували еритроцити, одержані а донорської 

крові 2-І групи.
Для блокування потоків хлору через мембрану використовували 

інгібітор аніонного транспорту ДІДС (4,4і-диїзатіоціаностиьбен- 

2 ,2*-дисульфонат).
Для модифікації взаємодії цитоскелет-біслой' еритроцити були 

оброблені геміном або ПХМБ (пара-хлормеркурійбензоат).

Залишкову кількість іонів калію в еритроцитах визначали в 

гемолізаті калій-чутливим мембранним електродом СИасеу *.І., 1078],

Холодовий шок еритроцитів в гіпертонічних розчинах сахарози та 

Naci був змодельований на основі загальнопринятої методики careen

F.A., Juh* C.Y., 1977].

Гіпертонічний шок еритроцитів здійснювали в розчині, який 

містив 3 моль/л Naci сПоздняков В.В., 1909].

Для аналізу зміни форми еритроцитів під дією гіпертонічних 

розчинів сахарози використовували мікроскопію.

Електрофоретичне розділення мембранних білків еритроцитів 

проводили в пластинах поліакріламідного гелю, ' який містив І* 

додецилсульфату натрію на приладі Мультіфор (l k b , Швеція).

Статистичну обробку експериментального матеріалу проводили по 

методу Ст’юдента-Фішера.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА IX ОБГОВОРЕННЯ

Вплив інгібіторе аніонного транспорту ДІДС на 
чутливість еритроцитів до холодового шоку.

Зниження концентрації КаОІ від 160 ммоль/л до 0 в середовищі, 

яке містить 0.86 моль/л 'сахаро&у, супроводжується зростанням

Б



МалЛ. Чутливість еритроцитів при охолодженні до 0°С (а) 1 
звільнення квтІоні в калію (б) після інкубації клітин 0-60 хвилин 
ігри 37 о в розчині, який містить 0.86 МОЛЬ/Л сахарозу 1 різні 
концентрат1 Naci (ммоль/л): 1.-0, 2.-25, 3.-60, 4.-100, 5.-160.

Вставка. Залежність холодово! чутливості еритроцитів від рівня 
вгоати катіонів калію на 10 -Я 'хвилин! передІнкубаці І клітин при 
>37 С«
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холодової чутливості еритроцитів після інкубації клітин до 10 

. хбилкн при 37°С (Мал. Іа). Пошкодження еритроцитів під час 

холодового шоку коре лов із звільненням катіонів калі я з клітин до 

10-! хвилини інкубації перед охолодженням (Мал. 16). Збільшення 

часу інкубації до 60 хвилин не викликав підвищення чутливості 

клітин до наступного охолодження (Мал. Is), не дивлячись на те, ио 

втрата катіонів калію продовжується (Мал. 16).

Присутність інгібітора аніонного транспорту ДІДС приводить до 

зміни динаміки розвитку холодової чутливості. Чим нижче 

концентрація n&ci в середовищі інкубації, тим більше ступінь 

зниження рівня холодового шоку в присутності Д1ДС. Втрата катіонів 

калію еритроцитами в перші хвилини значно гальмується в присутності 

ДІДС, що засвідчує про залежність процесу від вихідного потоку 

хлора. Отже, рівень виходу калі я відображає ступінь звільнення 

хлору з клітин в середовище в перші хвилини інкубації (Мал.І). 

Зниження концентрації NaCI в середовищі викликав збільшення 

градієнта аніонів хлору, спрямованного' З КЛІТИНИ CGUeer R, Donith 

j, І984з. Отже, можна припустити, що залежність холодового шоку 

еритроцитів від концентрат ї NaCI в середовищі, яке МІСТИТЬ 0.86 

моль/л сахарозу, в перші хвилини інкубації в залежністю процесу від 

ступеню звільнення аніонів хлору, яке визначав рівень втрати 

катіонів кал і я. Відсутність зростання чутливості еритроцитів до 

холодового шоку в інтервалі часу 10-60 хвилин (Мал.Іа) в умовах 

триваючої втрати калію можна пояснити тим, що за фазою росту 

внутриклітинного рн в перші хвилини в гіпертонічному середовищі 

інкубації з низкою Іонною силою відбувається закислення 

внутріклітинного середовища csitar»«&i V., 19S83, яке може блокувати 

холодову ЧУТЛИВІСТЬ СJung C.Y., Green F.A., 19783.

Розвиток чутливості еритроцитів до холодового та 
гіпертонічного шоку після Інкубації в розчинах 

неелектролітів та електролітів.

Чутливість еритроцитів до гіпертонічного шоку сПоздняков В.В., 

19893, на Відміну ВІД ХОЛОДОВОГО careen F.A., Jung C.Y., 19773,

визначається тільки осмолярністю 1 на залежіть від Іонного складу 

середовища передІнкубаціІ. Це вказує на те, що гіпертонічний шок не 

залеж іть від Іонного складу клітини.

ІнкубаЩя еритроцитів в розчині, який МІСТИТЬ 1.2 МОЛЬ/Л N&CІ, 

до ЄО-ти хвилин зумовлює зниження чутливості клітин до охолодження
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(Мал. 2). При цьому чутливість еритроцитів до гіпертонічного шоку 

при переносі В З МОЛЬ/Л N«CI не змінюється. Присутність іонофора 

нігіришша викликав я трату чутливості еритроцитів до охолодження 

раніше, чим до гіпертонічного шоку (Мал. 2). Можливо, повне 

усунення осмотичного градієнта Naci відбувається на 40-й хвилині 

передінкубаці.1 а іонофором, коли повністю зникав чутливість 

еритроцитів до гіпертонічного шоку.

Чутливість еритроцитів до гіпертонічного шоку після інкубації 

на протязі 60 хвилин в середовищі, яке МІСТИТЬ 0 і86 МОЛЬ/Л 

сахарозу, не змінюється. Це вказує на те, що звільнення катіонів 

калію в данному середовищі не впливає на розвиток гіпертонічного 

шоку на відміну від холодового.

Чутливість еритроцитів до холодового шоку та заморожування в 

значній мірі залежвть від початкового об’єму клітин си»гуш«в

Мал.2. Вплив нігіри- 

цкна на. чутливість 

еритроцитів до охо­

лодження до 0°0 (1,2) 

1 гіпертонічного шоку 
при переносі в З мо- 

-ЛЬ/Л NaCTI (3 ,4 ) ПІ­

СЛЯ Інкубації при 

37°С в розчині, який

МІСТИТЬ 1.2 МОЛЬ/Л 

NaCІ. І ,3-контроль, 

2 ,4-НІГІрвдт,

10 мкмоль/л.

Н.Т..197П також, як І чутливість їх до гіпертонічного шоку 

їЛоздняков В.В., 1989 з. Еритроцити, виснажені ік> калію, в 

Ізотонічному середовищі мають мавший об’єм, чим нормальні клітини, 

тоді як підмішений осмолярвості середовища вище 0,6 рсмоль ліквідує 

різницю В об’ємах CM«ry«an H.T., 1971 з. З цього слідує, що втрата 

катіонів калію в середовищі,.яке містить 0.86 мОль/л сахарозу, не 

приводить до додаткового зменшення об’єму еритроцитів. Таким чином, 

можна припустити, що чутливість еритроцитів до гіпертонічного иоку 

но "влежить від іонного складу кіІ тини порівняно з холодовим шоком.



Додаткове підвищення чутливості еритроцитів до холодового току при 

зростанні рівня втрат калію може бути пов-язане з перебудовами в. 

мембрані, які викликаються температурою під час охолодження 

сБондаренко В.А., І9в8з.

Зростання концентраці! сахарози в середовищі передІнкубацП до

О.Є моль/л веде не тільки до зниження чутливості клітин до 

гіпертонічного шоку, але Я до усунення впливу ДІДС на цю чутливість ' 

(Мал. 3). 'Гак, якщо присуїність модифікатора в 1 зоосмотичдаму се ­

редовищі Інкубації викликав підвищення чутливості еритроцитів до 

гіпертонічного шоку, то в середовищі, яке містить 0.6 МОЛЬ/Л 

сахарозу, де еритроцити набувають стійкість до гіпертонічного шоку, 

присутність ДІДС вже не викликав зміни чутливості,

Зростання концентрації сахарози вище 0.5 моль/л викликав 

підвищення чутливость еритроцитів до гіпертонічного шоку. Гри ньому 

вплив ДІДС зводиться до зниження чутливості (Мал. 3). Таким чином, 

снрямованність дії ДІДС залежить від осмолярності середозтвд

Вплив модифікаторів цитоскелета на чутливість 
еритроцитів до холодового та гіпертонічного шоку.

Мал.З. Вплив ДІДС па 

чутливість еритроци­

тів до гіпертонічно­

го шоку при переносі

В З МОЛЬ/Л NaCl ПІС­

ЛЯ інкубації (2 хви­

лини, 37°С) в розчи­

нах, як! містять са­

харозу. 1-контроль, 

2 -ДІДС, 10 МКМОЛЬ/Л.
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передІнкубаціI• Враховуючи те. що дія Інгібітора аніонного 

транспорту ДІДС на холодовий та гіпертонічний шок може бути 

пов'язана з його впливом на взаємодію білка смуги 3 з цитоскелетом 

СНви L. . Horrison М. , 1883 3 , МИ ЗИКОрИСТЗЛИ ПХМБ З М9Т0В МОДИфІКаЦ! ї 
вказанної взаємодії CCl&rk S., Eilston G . В., 18903.

Внаслідок модифікації еритроцитів ПХМБ рівень гіпертонічного 

шоку після інкубації в розчинах, які містять 0.27 та 0.5 моль/л 

сахарозу, зростає (Мал.4), і' ефект зниження чутливості, який 

відмічався для Інтактних еритроцитів при підвищенні концентрації 

сахарози, не виявляється. Крім того, вказана модифікація привела до 

усунення дії ДІДС, залежної від осмолярності середовища,"що було 

виявлено у випадку немодиф ікованих еритроцитів (Мал.З). Так, в 

ізоосмотичному середовищі, присутність ДІДС вже не приводить до 

зростання чутливості еритроцитів до гіпертонічного шоку (Мал.4).

Мал.4. Вплив ПХМБ на 

чутлив і сть еритроци- 

тів до гіпертонічно­

го шоку при переносі

В З МОЛЬ/Л НаСІ  П ІС­

ЛЯ інкубації (2 хви­

лини-, 37°С) в розчи­

нах, які містять са­

харозу. І-контроль, 

2-ПХМБ, 3-ПХМВ+ДІДС.

Іншими словами, модифікація еритроцитів ПХМБ приводить не тільки до 

усунення механізму, за участю якого зростання осмолярності 

середовища підвищує стійкість еритроцитів до гіпертонічного шоку, 

але до зміни спрямованості дії ДІДС, яка залежить від осмолярності 

середовища передінкубації. Враховуючи подібний характер залежностей
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Мал.5. Впжв геміна 

за чутливість ерит­

роцитів до гіперто­

нічного воку при 

перенос) В 3 МОЛЬ/Л 
Касі ПІСЛЯ Інкуба- 
Ш ; (2 хззшти,

37°С) в розчинах, 

які містять сахаро­
зу. І-контроль, 2- 

ГЄМІН, 3-І’ЄМІН+Д[ДС.

гіпертонічного шоку еритроцитів від осмолярності середовища 

передінкубації в присутності 1 відсутності ДіДС і те, що обробка 

еритроцитів ПХМБ усуває здатність клітин підвищувати свою стійкість 

до гіпертонічного шоку цри зростанні в середовищі передінкубаці! 

концентрації сахарози до 0.5 моль/л як в присутності, так і у 

відсутності ДІДС можна припустити, що дія осмотичного стресу, також 

як і дія ДІДС на чутливість еритроцитів до гіпертонічного шоку, 

здійснюєтся при безпосередній участі зв'язку білка смуги 3 з 

цитоскелетом.

Модифікація еритроцитів геміном, яка викликав порушення, 

взаємодій білка смуги 4 . 1  В ЦйТОСКЗЛЄТІ C S h & k l a i  N . .  19883 Н8

відміну від модифікації ПХМБ, приводить до значного інгібірування 

гіпертонічного шоку (Мая.Б). У даному випадку також, як 1 в випадку 

з ПХМБ, відбувається усунення' впливу ДІДС на чутливість 

еритроцитів, до гіпертонічного шоку ПІСЛЯ Інкубації клітин в 

ізоосмотичному розчині сахарози. Можна припустити, що дія 

осмотичних факторів, як 1 дія ДІДС на гіпертонічний шок 

відбувається внаслідок модифікації .взаємодій як білка смуги 3, так 

і білка смуги 4.1 з компонентами цитоскелета.

II



Вплив модифікаторів цитоскелета на зміну форми 
еритроцитів при зростанні осмолярності середовища.

Зростання концентрації сахарози в середовищі Інкубації до 0.6 

моль/л приводить до ехіноцитозу 90ч .клітин (Мал. 6). В інтервалі 

концентрацій 0.7-1.J моль/л неелектроліту кількість ехіноцитів 

зменшується, що корелює з підвищенням чутливості еритроцитів до 

гіпертонічного шоку (Мал.З). Присутність ДІДС, дія якого приводить 

до модифікації взаємодій білка смуги 3 з цитоскелетом c h s u  l ., 

Ногпвоп н., ібвз], викликав майже ІООч-й ехіноцитоз клітин в 

середовищах, які містять 0.3-0.5 моль/л сахарози. Підвищення

Мал.6. Вплив ДІДС 

на зміну форми 

еритроцитів при 

зростанні осмоля- 

рності середовища,

І-контроль, 2-ДІДО,

10 мкмоль/л.

концентрації неелектроліту до 1.1 моль/л приводить до зниження 

рівня ехіноцитозу, викликаного 2 приоутності ДІДО (Мал.6), що 

також корелює з ростом чутливості еритроцитів до гіпертонічного 

шоку (Мал.З). —

Модифікація еритроцитів ПХМБ [Clark S.J.,Ralston G.B., 19903 

або геміном CShaklai N.. 19663, як а приводить до зміни взаємодій

білка смуги 3 або білка смуги 4.1 з цитоскелетом, відповідно,

приводить до ех1нощ..озу 1 повної втрати здатності клітин змінювати

свою форму при підвищенні осмолярності середовища. ЦІ дані свідчать
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про те, що зміна форми еритроцитів при зростанні осмолярнооті 

середовища визначається одночасно присутністю двох типів контактів 

цитоскелета з мембраною, які включають білок смуги 3 і білок смуги 

4.1.

Відомо, що осмотично-вишгаканий ехіноцитоз еритроцитів воде до 

підвищення стійкості клітин до гіпертонічного шоку сПоздняков В.В., 

•1988]. Дія на аритроаити геміну, яка приводить до ехіноцитозу 

клітин, також супроводжується підвищенням її осмотичної стійкості 

(Мал.5). Модифікація взаємодій білка смуги 3 з іщтоскелегом при дії 

ДІДС Г-Hsu Ь . , Horrison  Н. , 19831 або ПХМБ CClark S . J . ,  Ralston О . В . ,  

1S903, яка приводить також до ехіноцитозу, навпаки, зніжує 

стійкість еритроцитів до гіпертонічного шоку після інкубації в 

ізоосмотичному розчині сахарози (Мал.З,4). Це вказує на те, що 

осмотично-вшшшаний ехіноцитоз еритроцитів в середовищ), яке 

містить 0.5 моль/л сахарозу, та підвищення стійкості клітин до 

гіпертонічного шоку після інкубації в цьому середовищі, пов-язані 

насамперед, з модифікацією взаємодії бика смуга 4.1 в цитоскелеті.

ВИСНОВКИ

1. Втрата катіонів келію еритроцитами в середовищі, яке 

містить 0.86 моль/л сахарозу, при інкубації до 10 хвилин корелюй із 

зростанням чутливості клітин до наступного охолодження. Додаткова 

втрата катіонів калію при інкубаці! еритроцитів від 10 до 60 хвилин 

не приводить до підвищення чутливості клітин до охолодження.

2. Втрата катіонів калію еритроцитами в середовищах, які 

містять 0.27s 0.86 моль/л сахарозу або 1.2 моль/л ;<агч, при 

інкубації до 60 хвилин не впливав на чутливість клітин до. 

гіпертонічного шоку при їх перенос! В З МОЛЬ/Л NaCI Із відповідних 

середовищ.

3. Дія Інгібіторе аніонного транспорту ДІДС на чутливість 

еритроцитів до холодового та гіпертонічного шоку та звільнення 

катіонів калію залежить від іонної сили середор'ща передінкубаці1. 

В середовищ!, яке містить 0.86 моль/л сахарозу, присутність ДІДО 

викликав зменшення як виходу калію, так ! чутливості еритроцитів до 

охолодаення. Якщо середовище інкубації містить 1.2 моль/л масі, то 

присутність ДІДС приводить до збільшення виходе калію 1 росту 

чутливості клітин до охолодаення.

4. Обробка еритроцитів ПХМБ не викликав суттєвих аміп в

ІЗ



чутливості КЛІТИН до холодового та гіпертонічного шоку ПІСЛЯ 

Інкубації їх в розчинах, які містять 0.8S моль/л сахарозу або 1.2 

моль/л N»ci, тоді як обробка оритроцитів геміном приводить до 

значного інгібірування холодового та гіпертонічного шоку.

5. Підвищення в соредовиці передінкубації концентрації 

сахарози до 0.5 моль/л або Naci до 0.45 моль/л як в присутності, та

і відсутності ДІДС приводить до зниження чутливості еритроцитів до • 

гіпертонічного шоку при ЇХ наступному переносі В З МОЛЬ/Л ХаСЇ. 

Обробко еритроцитів ПХМБ супроводжується втратою клітин здатності 

набувати стійкості до гіпертонічного шоку.

6. Присутність ДІДО в середовищ! інкубації еритроцитів, ЯК6 

містить 0.27-0.5 моль/л сахарозу, викликає IOGx-й ехіноцитоз 

клітин. Зростання концентрації сахарози від 0.5 до І.І мсль/л 

приводить до зниження вдатності ДІДС викликати зміну форми 

еритроцитів. Обробка еритроцитів ПХМБ або геміном приводить також 

до ехіноцитозу, але в даному випадку клітини втрачають здатність 

змінювати форму при підвищенні осмолярності середовища інкубації.

7. Осмотично-викликаїшй ехіноцитоз або ехіноцитоз, досягнутий 

внаслідок модифікації еритроцитів геміном, приводить до зниження 

чутливості клітин до гіпертонічного, шоку. Ехіноцитоз, досягнутий 

дією ІШШ або ДІДО, навпаки, приводить до росту осмотичної 

чутливості еритроцитів.
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