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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність проблеми. Насьоголпі однією з актуальних про­

блем кріобіології '6 розробка нових технологій зберігання крові 

та її формених елементів в умовах гіпотермії. Досягнуті за остан­

ні 10-20 років успіхи у цій галузі, головним чином, базуються на 

введенні до окладу консервуючих середовищ похідних нуклеозвдід, 

дія яких пов"язана з забезпеченням енергетичного обміну формених 

елементів крові. Протеметодам гіпотермічного зберігання з засто­

суванням похідних нуклеозидів Притаманний цілий ряд суттєвих не­

доліків. Перш за все, висока коштовність консервуючих середовищ, 

а також необхідність вилучення похідних, здатних викликати в орга­

нізмові реципієнта побічні ефекти. В эв"язку 8 ввд9зикладецим, 

продовх'уютьоя пошуки нових підходів для вирішення задач довгоча- 

сового зберігання крові в умовах гіпотермії. В цьому відношенні 

одним із перспективних напрямків е доолідаення механізмів резио- 

тентності до понижених температур клітин вимооллячих тварин 

/  М т л J  <С ■ ,  j .J ; Даевокий м.М ., Логу­

нов Г .Ф ., 1987/. ’

Як відомо для вшивання клітин за низьких- температур критич­

не значення має їхня здатність підтримувати іонний баланс, складо­

вими якого с високий знугрішньоклітиниий вміст К* та ниькі вмі­

сти Лі* і Са^'. Втрата внутрішньоклітинного Kf та нонадмірне над­

ходження до цитоплазми Ай* і Са^+ призводить до набухання клітин 

та втрати клітинних функцій,івкінці~кінців до гемолізу.

Показано, що тканини та клітини губернаторів демоотрують 

більшу холодову толерантність ніж ткаиика та клітини негібернато- 

рів, що виражаються, зокрема, у кращому зберйаепні ними внутрішьо- 

клітанного К+ після кількох днів зберігання при 5°С / idtзв£.Ч«М»

* 11)79/. Досить переконливо показано, що однією з головних причин 

холодової толерантності еритроцитів /  j  j - V ^ / ,

а також і інших клітлн /  tl&eebj.S„ ?М*р-

наторів є эрареаеиня виші досить аиоокої активней?! і -на­

сосу. Досить багато уваги предідяетьса таксис вивченню впливу низь­

кої температури на різні складові частини насшмюї превикнооті 

еритроцитарвих мембран гібе^шторів в порівнянні з негібериатора^н 

/ М - А&ФЬД■ І,1Щ/ . Проте механізми, які за умов гіпотермії
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забезпечують клітинам гібернаторів в порівнянні з клітинами не— 

гібернаторів, скажімо, менше зниження активності А &*/ к+-наоосу, 

чи більпіе зниження пасивної проникності, до цього часу не відомі. 

Очевидно, найбільш важливим для з ’ясування механізму резистент­

ності еритроцитів до гіпотермії е вивчення структурно-функціональ- 

ного отану мембран і, зокрема, стану їх цятоскалету, білкового 

та ліпідного складу.

Мета робота. Метою даних дослідаень було вивчення механіз­

мів резистентності еритроцитів зимосплячях тварин до гіпотермії.

Задачі досліджень. Згідно з поставленою мето» роботи, перед- , 

бачали вирішити такі.експериментальні задачі:

1. Провести опоотереквння за внутр ішньокл і тин ним вмістом і 

за станом систем транспорту К* та М *  в еритроцитах С. 

протягом зимового та літнього сезонів.

2. Дослідити вплав гіпотермічного вберігання на внутрішньо^ 

клітинний шіст ]С та Ж * , і на роботу сиотем транспорту ІС+ , ^

і oS+ еритроцитів довгохвостих ховрахів, в залежності від функціо­

нального отану гібернатора під час взяття крові.

3. Вивчити зміии цитоокелету мембран еритроцатів ховраха

С. під впливом гіпотермічного зберігання за да­

ними гольелектрофорезу з заот&оуванням зшиваючих агентів, в за­

лежності від функціонального отаву тварини в момент взяття крові.

4ч Дослідити властивості ліпідного бішару мембран еритроцитів 

гібарнуючих ховрах івв порівнянні з ліпідами негібернаторів.

Наукова новизна. В роботі вперше здійснено спостереження за 

змінами іонного окладу еритроцитів гібернуючої гвариьи у різних 

її #уакціоцрьпюс станах напротязі року.

Робота б однією із праць, які містять докази кращої регуля­

ції за низьких температур внутрішньоюітикпого вмісту Ca~f у гі-. 

сернуючих тварин порівняно не тільки з негіоєрнаторгми, а 2 з гі- 

барнаторами з активному стані. Завдяки ироведеним у роботі дослід- * 

жзнням впливу гіпотермічного зберігання /2-4°С-/ на структуру біл­

ків ЦМІООКЄЛ9ТУ еритроцатів денгекзоотих ховрахів, робоїа є кро­

ком до з"яоування механізмів холодової резистентності клітин ге- 

теротермних тварин.



Теоретична та практачіш. значйшіА. .шійїіи. В теоретичному пла­

ні важливим б результати дослідаення впливу низької температурі 

ка здатність еритроцитів губернаторів та негібернаторів підтри­

мувати низьку внутрішньоклітинну концентрацію Са^т , оскільки, як 

відомо, саме Са^+ - залежний вихід К+ із клітин е однією з голов­

них причин порушення іонного балансу за умов гіпотермії в еритро­

цитах гомеотермів, на відміну від клітин губернаторів, до цього 

не спостерігається. Крім того, шляхом дослідження впливу гіиотар-. 

нічного зберігання на структуру білків цитоскелету еритроцитів 

гібернаторів, перебуваючих у різних функціональних станах, та 

негібернаторів, було отримано нові факти щодо адаптивних механіз­

мів, які діють на клітинному та молекулярному рівнях у зимоснля- 

чах тварин.

Практичне значення проведение дослідаень полягає в тому, ідо 

на їх основі можуть бути сформовані нові підходи до розробки прин­

ципово нових методів довгочасного зберігання еритроцитів з умовах 

г іпотерм ії.

flcawfti .-мдаа&и ла ,ааши
Х. Дяя еритроцитів губернатора Сі*еС£и\ харак­

терні сезонні зміни у внутрішньоклітинному іонному складові та у 

робот і систем його п ідтримки /  Аб?(  К+-наооо і пасивний транспорт 

If* та / ,  які не аов"язані з функціональним станом /"сплячка" 

чи "активність"/ тварин. л

2 , Зритроціітй гібернуючих довгохаоотих ховрахів значно мен­

ша потерпають від впливу довгочасного гіпотерілічаого зберігання, 

порівняно з клітинами цього ж виду в інших функціональних станах 

та з клітинами негібернаторів, що проявляється у кращою збережен­

ні ними за час дії гіпотермії іонного гомеостазу /внутрішньоклі­

тинний вміст К*", ЛА.* , Са /  та діьвооті систем його підтримки

/  АА.*/ К+-насос, Са^-насос, пасивна проникність для іонів/.

3. Краща холодовитрівалість еритроцитів гібзриуючих гіберна- 

торів, порівняно з клітииаш активних гібе£»наторів та тварин не- 

Гібернуючах надів, має місце внаслідок змін у кількісному вмісто­

ві в їхніх мембранах деяких білків, які відбуваються з настанням 

сезону гібернації, та завдяки високій стабільності огруктури біл­

ків цйтоокедету.

-  5 -



Апробація робота. Матеріали, роботи доповідались на Л  Укра­

їнському біохімічному з'їзді /Київ, 1992/ та на Конференції моло­

дих вчених ШКіК АН України /Харків, 1992/.

' Публікації. Пв матеріалах дисертації опубліковано 6 робіт.

Структура лисаотапії. Дисертаційна робота складаються з 

вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів досліджень,

З глав власних доолідаень та їх обговорення, закінчення, виснов­

ків та списку літератури, який включає 130 робіт закордонних ав­

торів та 40 робіт вітчизняних авторів. Робота викладена на іоо сто­

рінках, містить 2 таблиці та- 29 малюнків.

Матеріали та метода дослідаень.

Головним об'єктом досліджень правили еритроцити довгохвостих 

ховрахів і і . Кров брал# шляхом декапітації,

у тварин, які перебували у різних функціональних станах - в актив­

ному, під час зимової сплячки, або після штучного пробудкення.

В деяких експериментах у ролі об'єктів порівняння вакорнотовували- 

ся кров та еритроцити щурів лінії та донорські.

Б Li і тіні еритроцит і в отримували, як описано в роботі 

/  S f a u <В е£ лі, 1971/. Концентрацію білку в пробах ви­

значали по /  £>> je. Електрофорез мембранних

білків та ідентифікацію білкову полос в гелях здійснювали за ме­

тодом /  Si.eta£, 19VI/. Де зитометрію геліз лрова-

диліі на пристрої м  - 200 /США/'. Обробку мембран д і амідом здій­

снювали за методом /  в^сие^ іхХ,  1977/.

Вміст К+ та Ж +в еритроцитах та ІС+ з ллрзаі крові визначали 

методом полум"яної фотометрії /  1974/.

Швидкість активного транспорту до еритроцитів вимірювали

по /Дшпко В.К.а др, , 1974/. Для порівняння активності за умов гі­

потермії Са°+-наооеу еритроцитів гомеотермаих та гетеротермних 

тварпнл до частини проб, котрі.піддягали гіпотермічному зберіганню 

з 4jCa , вносили інгібітор Са^-насос^ - /хх3* . Різниця у рівнях 

накопичення еритроцитами в присутності в його від­

сутність відображала роботу Са^-насосу.

Екстракцію ліпідів яровадшш во /Кейуо М ., 1975/.

Мульгшшмелярн і ліпооомя отриыукшх за методакоро /  /icmghtitn
іІ at’, 1974, .

-  8  -



Вимірювання радіоактивності здійснювали на лічильнику радіо­

активності німецької Фірми *

Статистичну обробку результатів проводили по методу Стьюден- 

та-Фішера з деякими модифікаціями /Бейлі Н ,, 1983/ 8 урахуванням 

малих розмірів ви(5орок. *

В експериментах використовували реагенти для проведення 

електрофорезу та фарбування білків угелі, діамід, оуебаїн, доде- 

цилоульфат натрію виробництва фірми а інулін -

„Сітл'̂ ьсі^і.ггх*с /Англія/, 0-глюкозу, отриману з інотитугу по 

дослідженню, виробництву та застосуванню радіоактиацих препаратів 

ЧСФР, а також вітчизняні реактива кваліфікації "ч.д.з" або "х .ч ,11

- 7 -

РЗЗШ.ТАЇИ Ш Ш  ДОСДІДШЬ ТА ЇХ 

ОБГОВОРЕННЯ.

Дослідження сезонних змін в іонному ба лапо і аімтйоцаяц дов­

гохвостих хозгахів та .в .роботі опдт.ам, як? .забезпечать його під-

Д Ц Я Ь  . ......... :

На було виявлено доотовірнвд. відмінностей у внутрішньому 

вмістові як Лі , так і К* /що узгоджувалось з даними, отриманими 

на цьому ж об'єкті раніш/ Доввоький М.ііЦ іїегунов Г . і . , 1987/ .  
Показники щвадкоотей оуабаїн8алежного та оуабаїь^езале; юго ж  оду 

86 Я4>+ , відображаючих, відповідно,роботу М * / К+-наоосу та па­

сивну проникніоть еритроцитарної мембрана для також не мали

достовірних відмінностей, хоча, як і у попередньому випадку, мада 

місце дооать очевидна тенденція до зміни цих показників у активних 

твариь порівняно зі сплячими та щтучиоаробудаеними, Проте, спосте­

реження за оезонними змінами вміоту одновалентних катіонів в аря^ 

троцитах довгохвостих ховрахів перекон­

ливо показали, що по мірі наближення весвдшо-літньог» дазону опо.- 

отерігаетьоя позтупове збільшення вмісту ї * , дк в клітинах тварин, 

що знаходились під час взяття крові в стані сплячки, гак і в ари- 

туоцатах отр.шанах від штучно пробуджених тщрлн.

Навесні, з берввня по травень, продоь /ється збільшгньл вмі­

оту К+ в еритроцитах ховрахів, який потім починає знижуватись і 

до початку вересня уже досягає рівня характерного для сплячач. та 

штучно пробудженій: трарин у оічпі-ладолу; що стосуються шіоту ь
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єритроцитах іншого одновалентного катіону - /Ы . + , то змін його 

внутрішньоклітинного вмісту в зимову пору встановлено не було. 

Помітно цей показник був знижений'тільки в активних тварин з 

березня зо травень, а потім він починао поступово зростати і ж е  

наприкінці линия наближається до рівня, характерного для березня, 

а до початку вересня, коли тварини розпочинають гогуватип до за­

лягання і сплячку, стає таким пв високим, як у сплячих та штучно- 

лробуджених тварин у січні-литому.

Збільшення вмісту Х+ в плазмі крові ховраха після штучного 

пробудження, а також більш високий його зміст у плазмі зктиених 

тварин, порівняно зі сплячими, очевидно, исже пояснюватись посіу- 

панням цього йону з юіітив збудливих тканин потривоженої тварини 

/Монан Ю.Г., Гончаревская О.А. 1987/. Показано, що, як швидкість 

оуабсїнзалажпсго входу 86 £ | +  . відображаюча роботу Л і * / К+-насооу, 

так і швидкість оуабаїннєзалежного входу ^6 Я£+ , зідобразаюча па­

сивну проникність ератроцитарної мембрани для існу ІГ, посиулово 

зб ільшувалиоь з наближенням весни і у сшіячііх, і у штучнопробудазних; 

тварин.З приближениям so осені, у активних тварин обидва ці по­

казники паралельно зішнувались, Вшшшяи, таким чином, сезонні 

зміни в іонному балансі еритроцлтіз довгохвостах ховрахів, а та­

кож зміна з роботі систем, забезпечуючих його підтримку, які на­

штовхують на думку про можливість і інших структурно-фускціояаль- 

ішх змін еритроцитарних мембран, пов'язаних не з функціональним 

станом /сплячка чи активність/, а з сезонник.: ритмами, ми в наших 

подальших дослідах /в  92-93 pp ./ використовували лате кров ховра­

хів, взяту або ж у лютому /в  випадку отану сплячки ча штучного 

пробудження/, або ж в вінці- травня та ва початку червня/' в випадку 

активних тварин/. За таких умов еритроцити, які використовувались 

нами з експериментах, шли показники вмісту К* та Ж 1* ,  котрі на­

ведені у таблиці І,

їабляця І. Вміст одновалентних катіонів в еритроцитах довго­

хвостих ховрахів >;

Показник І Сплячі [Пробудження } Активні
ДіЗКВ/Л /лютий/ м и  байтами /травень-червень/
____________ І__________ І. ТїтМА______ _____ -------------------------- -

[к+] внутр. 88,12.7,9х 92,9+8,1х * 110,7171
[Ла^Енутр. 27,3x4,3х 25 ,6t2i7^ 19 ,§t3,2

х Відмінність в порівнянні з активними тваринами достовірні 

/  ?  <  0 ,05  / .

Показник і
ДіЗКВ/Л

Сплячі іПробудаевня 
{між баутамк 
1 /лютий/

і Актавн і
j /травень-червень//лютий/

[d  внутр. 88,12.7,9х 92,9+8,Iх ‘ IIO.7t.71

[М] Екутр. 27,3x4,3х 25,6±2,7Х І9,5а.3,2
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Таким чаном, отримані результати свідчать про наявність знач­

них сезонних змін у рчутрівшьому Ионному складі еритроцитів дов­

гохвостих ховрахів C liei- І*^ w d u X & A u J , не лоб 'язашсс з 

функціональним станом /сплячка чн активності/ цього гійернатора, 

тому розбіжності відповідних даних у різних авторів, отриманих аа 

еритроцитах інших видіа гібернувчих тварин, очевидно, можуть бути 

пояснені тим, що вамірнванвя здійснювались ними в різні місяці.

Іослідженая вцдрбу г.іпотариічаого зберігання

lift ІОЙЙЦЙ І і т В Ю а і а Л П т л  'fa

г<у№АШінв,аі.шваа.ь

Вимірювання вмісту К+ у плазмі крові ховрах fa та щура вісла 

попереднього гшотбрмічноі'о /2-4°С/ зберігання ц і і 'г крові протя­

гом певного часу показало, що еритроцита г ібернуьялх хоарахіз 

значно краще, ніж еритроцити щура, зберігають в умовах г ізотермію 

авутр ішньокл ітияний К+ . Дещо швидае, нід еритроцити сидячих, 

втрачали і£+ еритроцити штучно пробуджених ховрахів, а еритроцити 

аістЕвніїх тварип, ваяті влітку, втрачала 1Ґ" майже так само шведко, 

як і клітини гомеотермної тварина - щура.

Таблиця 2 . Пилив гіпотермічного зберігання протягом місяця 

ва показники іонного гомеостазу еритроцатів довгохвостій ховрахів 

А  - свіжа аров, к  - кров іііаяя одного місяця зберіганая/.

-—  -?---- і  .........   J------ hr ■ -  -v " ——’ і--- —J---- —
Сіаа.чааоин ; Поєднуючі Штучно пробудеш- j Активні

L  ~/А=ДЕ. . 3- І .І і ІМ\Ш,--  -і-- ІІШ ----
иаостаз? ° і 1 ! 2 І 1 ! 2 I X ! ■*

Внутрішня 88,І£7,9І 45,6+3,2 92 ,9+ 8 ,1 40 ,4+ 1 ,6  Ш Л & 4  25 ,С>
концентрація 7 ^  2,7

Внутрішня 27,3+4 .З і  4Х,4+0,61 25,6+2,7 51,2+3,3 ГЭ.5+3,2 61,1+srs?*“- - **
Оуабаїнза- 0 ,5j 5^ j ,0G0 0,230+ 0,5'70* J.095+ 0,0*75+ 0,035^
лажний вхід 0,040 0,065 0,020 0,055 О.ОІіГ

Оуабаїнаеаа- 0,575+. 0,500т 0.4Й5+ 0,735г 0,715+ 0,355+
Лйжн-ifi вхід 0,070 0,08іГ 0,065 .0,075“  0,055“  0 ,045“

п ----- .— ——і-------------і—.
|шу_зар*в І Гхоарнусті j

.------- и ,-----г!- ,---- _j-------
Штучно пробудеш- ; Двташп і 
аГ /п=І07 j /п *& і

ІОННОГО ГО- І т , '9 ' і
мадотазу І А ! 4 ! І ! 2 j І • 2

Внутрішня 88,1x7,91 45,6+3,2 
концезтрація

92,9^8,1 40.4+1,6 Хі0,?і7,і  2b,Q±
2,.

Внутрішня 27,% 4  .31 4х,4+?,БІ
КОНЦвН^рс-
дія ль,

;S ,6+2,7 оХ,2+3,3 ГЭ,5+3,2 61,Іт
3,5

Оуабаїнза- 0,535т0,060 0,230+ 
лаашай ах ід 0,040 
fiofc£+

0,570+ J.0952; 0,075+ 0,035,- 
0,065 0,020 0,055 O.OfU

Оуабаїннеаз- 0,575+ 0,500т 
лажвлй вхід 0,070~ 0,0й5~ 
36^+

0,485+ 0 ,755т 0,715+ 0,365+ 
0..С65 , 0,07b 0,035“  0,04їГ~
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3 таблиц! 2 видно, що зниження внутрішньоклітинної концент­

рації К+ менш значне в еритроцитах 8 крові сплячих тварин. Дещо 

нижчий рівень К+ сдоотерігаєтьоя в еритроцитах, взятих на збері­

гання и іоля штучного пробудження тварин, а найдужче він знилу- 

ктьоя в еритроцитах активних тварин. Накопиченая М\* в еритро­

цитах у процесі гіпотермічного зберігання протягом одного міся­

ця мав зворотню тенденцію.
QC

Вим;рювання оуабаїнзалежного накопичення клітинами ££+, 

яке проводилось на щойноваділених еритроцитах та на еритроцитах, 

які зберігались протягом одного місяця в умовах гіпотермії /2-4°С/, 

показало, що при перенесенні' з холодильника в середовище інкубації 

з температурою З?°С, еритроцити з крові сплячих ховрахів могли 

відновлювати швидкість оуабаїнзалежного транспорту ft£+ до 

найбільш високого рівня. Дещо нижчою ця здатність виявилась у 

штучнопробудаених ховрахів, а в клітинах активних тварин, які 

перед початком гіпотермічного зберігання демонстрували найбільш 

високий показник, при поверненні в умови нормотермії активний 

транспорт залишався пригніченим. Про краще збереження при гіпо­

термічному зберіганні бар’єрних властивостей мембранами еритроци­

тів сплячих ховрахів свідчать такої; дані вимірювання швидкості 

оуабаїннечутливого /пасивного/ накопичевня іЮ №> *. Нами також 

було здійснено спробу вивчити вплав гіпотермічного зберігання на 

здатність еритроцитів довгохвостих ховрахів., які знаходились у 

різних функціональних станах, та гомеотермної тварини - щура 

підтримувати внутрішньоклітинну концентрацію Са2+, оскільку на 

думку багатьох авторів, оаме Са^+ - залежний витік К+ є, поруч з 

пригніченням роботи А бМ  К+-насосу основною причиною порушення 

Зонного балансу та взгибвлі клітан тваран-негібернаторік wa хо­

лоді. /  /£иі£ &  .(•. t </. і . , 1984/. Показано, що тоді

яг. в еритроцитах гібврнуючах ховрахів, котрі зберігались 2 тижні 

при 2-4°С, еє спостерігалось помітного 'гзкоплчення 4!jGa0+ цими 

клітинами у відсутності у середовищі інкубації інгібіторе Сай+-на-̂  

сооу / л ,+ , в авалогічних пробах, які містили 2,5 • ІСГ^М /а(Л '0̂ .^  

цей показна;; був значним, що свідчать про відсутність помітного • 

пригнічення низькою температурою активного відкачування Са~+ з 

цих клітин. В той же час, в еритроцитах активних ховрахів, »зя- 

тт . влітку, та в ерит]юцитах.щурів робота Са^-насосу інгібува­

лась ари перенесенні їх в умова гіпотермії майже повністю, хоча
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все-таки малії місце дзякі достовірні відмінності у рівневі на­

сичення Ca2t цлми клітинами в присутності та в його від­

сутність, які наштовхують на думку, що і в цих випадках деяка 

часіана Са2+, постуиаючого у клітину, маже активно відкачуватись. 

Звертає на себе увагу також і те, що навіть в арисутності «£% , 

тобто при подавленні активного відкачування Са'44 шляхом інгібу­

вання Са2+-насосу, накопичення цього іону еритроцитами сплячих 

гібернаторів було дещо нижчим, віж клітинам .і активних гіоернато- 

рів та гомеотермно}' твгринк в тих самих умовах. Напевно, де обу­

мовлено більшим подавлениям при зниженні температури пасивної 

проникності Са^+ .

При перенесенні еритроцитів солячих і активних ховрахів та 

щура, які зберігались на холоді-, в вормотермні умови /ЗУ°С/ вста­

новлено, що клітини гібернуючих тварин демострують високу здат­

ність підтримання низького вмісту цитоплазматичного Са , тоді . 

як в клітинах активних гібернаторів та негібернатерів ця здатність 

не відновлюється /принаймні протягом однієї година/, тобто, вони, 

за два тижні впливу білянульових температур /2-4°С/ втрачають її 

безповоротно, головним чином, внаслідок збільшення пасеної про­

никності для Са^+ . . •

Що стосується зміни загального, вміоту К+ та /6 *  , то, яюцо 

в еритроцитах активних ховрахів воно достовірно знижується на 

фоні недостовірного зниження в еритроцитах пбернуючого гіберна- 

тора, еритроцити м_орської овинки дамоВбтрують достовірно збіль­

шення сумарного вмісту цих катіонів.

Це говорить П'ю те, що в еритроцитах морської овипот на 

відміну від еритроциті^'гібернуючого та активного ховрахів нако­

пичення №  відбувається швидше, віж втрата , і," отже, в клі­

тинах; нзгіберааторів порушення іонного балансу має також якийсь 

інший шлях, відрізний від спільних з клітинами активна гіберна­

торів. «йоашшо він доз"яз'39ий s механізмом Ак*і Я4--обміну. .

г Таким чином, головна причина більшої хрлодочушізості клі­

тин гомеотерміз, в порівнянні 8 холодорезистентвшп клітинами 

гетерстермних тварин, очевидно, красться у відсутності у них 

здатності ііідтримувата низький вміот Са + і М- та високу кон­

центрацію й+ через більш сильне ніж у гібернаторів пригнічення
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н и зьк о ю  те м п е р а ту р о ю  а к т и в н о г о  п е р е к а ч у в а н н я  і о н і в  і  Л а . */ -

в а с о с  т а  С а 2+ - в а о о с / ,  в а  ф о н і м евш о го  зни ж ення н а с л а н о ї п р о н и к н о ­

с т і  мембран / з н а ч н е  м іс ц е  в  п о р у ш е н н і іо н н о го  б а л а н с у  в  к л іт и н а х  

го м е о го р м в а х  т в а р а н  з а  д і ї  б іл я н у л ь о в ш с  т е м п е р а т у р  / 2 - 4 иС /  займаю  

0 а ^ + -з ~ л е ж н и й  в и т і к  К +  т а ,  н а п е в н о , а к т и в а ц ія  М ?Ґ&-  о б м ін у / .

і о о л ш ш а в я  б іл к о в о г о . с к л а д у  м ем бван ш т о -  

ц и т і в  д о в г о х в о с т и х  х а а г а х  і з  а ^ і ш ш х .  ц у в к ц іо п  

в а л ь н и х  с т а н а х  т  е д й с т и в о с т з й  . ї х  м е м й о а ш ш .

Л і п і д і в  в п о р ів н я н н і  - а .го й б о к а ш к а и з  .г а и я ш а ш

Т а б л и ц я  3 . П р о ц е н тн и й  в м і с т  о с н о в н и х  б і л к і в  а  е р и т р о ц и т а р н а х  

м ем бранах д о в г о х в о с т и х  х о в р а х і в  з а  даними е л е к т р о ф о р е з у .

__ Ош ______
Б іл к и

:Г іб е р н у ю ч а  т в а р а в а  j Ш ту ч н и д р о б у д -;
/ з ^ м а / ,  в = І 0  д е н а  т в а р и н а  

! І/ з и м а / ,  а = І 0  !

А к т и в н а  т в а р и н а  
/ л і т о / ,  п=*і

А г р е г а т и 4,%;2,4 4 , І т І ,2 4 , 5+ р ,4

С п е к т р ів 35,43#,0х 3 4 , І І 3 , 9ЗС Х8,0+.2,І

Б іл о к  п о л о с а  
3 20,8* 4,4 ІБ.біЗ.О 2I,Qt4,0

А ш с ір іа б , Є Ц І ,3 8 , 7+ 1 , І

П о л о си
4 . І - 4 .2 8,9+1,I «,9гР,4 йДіл.о

Актіа 6,вгІДХ 6,9+Є,52 І 2 , 2£ 0 , 5

-  в і д м ін н о с т і  д р о т о в ір н  і  в  п о р ів н я н н і з  а к ти в н и м и  тв а р и н а м и

/  р <  0.05/

X



Як вадно із таблиці 3, да представлено дані денситограм ПААТ, 

j  э якісний склад мембранних білків еритроцитів ховрахів вз.імку 

Id влітку не відрізняються, було виявлено достовірні відмінності 

в кількісному вміст і деяких білків. Так, взимку спостерігається 

слачна підвищення відносного вмісту спектрину в клітинних мембра­

нах, а влітку відзначено більш високий вміст актину та тенденція 

збільшення змісту білків полоси 3 /"ав іов-переносячий білок"/.

Слід відзначити, що між мембранами еритроцитів сплячих та пггучно- 

пробудаенйх ззишсу ховрахів значних відмінностей у кількіснім 

білковім складі не виявлено.

Дані електрофорезу в ИААГ білків із мембран еритроцитів, кот­

рі були оброблені зшиваючим агентом діамідом, свідчать, що в мем­

бранах сплячих, тварин утверікться значно менше J-H зшивок, де­

що більш у інтучнопробуджовях, а у активних - так само багато, 

як і у щурів, Після двотижневого зберігання еритроцитів в умоваjc 

гіпотермії ці відмінності зростають.Це означає, ще білкова струк­

тура еритроцатарвих мембран гібернуючих ховрахів більш тривка та 

менш залаана від впливу низької температури.

Враховуючи,, що бар."зрні властивості клітинних мембран зале­

жать не тільки від білкових компонентів, але б ід  стану .іпідного 

бішару, ми дослідх^вали інтенсивність ПОЛ в мембранах еритроцитів 

ховрахів, котрі перебували у різних функціональних ставах у різні 

місяці. Вимірювання показали, що Я спонтанне, й аскорбатзалежне, 

й Зс?4-активоваье ПОЛ достовірно інтенсивніше, відбувається у 

клітинах весняних ховрахів, і, напевно, не залежать від функціо­

нального ставу тварини /"сплячка" чи "активність"/*

З дам явищем г'Ов"язан і, очввадзо, виявлені вами збілиенвя 

навесні активностей глу 'атіоаредуктази та глутатіониероксадази 

еритроцитів ховрахів.

Аналіз спектрів МІР - позначених карболіновим зондом мульти- 

ламелярних ліпосом, сформованих і8 сумарних ліпідів еритроцитар- 

них мембран опл-тзих ховрахів та з щурячих, показав, що з остан- 

німиу температурнім діапазоні -ІО+--2°С /при розігріванні замороженої 

суспензії/ зв’язано значво мевше вода, ніж з хйврашачима, що 

свідчить про відмінності у термотропних властивостях їх ліпідів.

- 13-
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Проте, прондкність бішарових лід ос ом, приготованій в 

сумарних ліпідів еритроцатарних мембран гібернуючих ховрахів та 

щура̂  і донороькіїх, не відрізнялась ні для катіонів та

Сай+/ ,  ні для молекул /  С-Х’люкоза та 3Н-інулін/. До того ж, 

у лідосом воих видів проникність знижувалась на однакову величину 

при принесенні їх із середовища інкубації з температуро» 20°С 

до охолодженого ;сбрадовшца /5°С/,

із викладеного веде виплаває, що з настанням сезону гіберна- 

ції в еритроцитах ховрахів відбуваються зміни у білковому складі 

клітинних мембран, які п'олягають, перш за вое, у збільшенні вмі­

сту спектрину, порівняно з клітинами ховрахів влітку,внаслідок 

чого мембрана стає більш витривалою до дії гіпотермії, що дро- 

являс,ться в утворенні в них меншої кількооті білкових агрегатів 

при обробці зшиваючим агентом після віддання гіпотермічному збе- 

рігаваю. * ,' ' ” •

Навесні в мембранах ховрахів відбуваються зростання інтен­

сивності воих видів перекионого окислення ліпідів, яка потім 

знижується до рівня замовах тварин, 3 цим явищем, напевне, повя­

зан! також відзначені абільшання пазе он і чктивноотей глутатіон- 

редуктази та глутатіонперокоадази еритроцитів ховрахів,

Однак, відмінності в іоннії проникності еритроцитац-да мем­

бран гзтйро- і гомеотершах тварин в умавах гіпотермії, очевидно 

мало нов”яаані з їх ліпідним складом, оскільки проникність дня 

маркерних речовин ліпосом, приготованих з сумарних ліпідів мем- 

барн еритроцитів гіОервуючзах ховрахів, щуріз та з донорських, 

не відрізнялись ні за 20°С, ні за Б°С.

ВИСНОВКИ

І, Встановлені оезонні зміни іонного складу еритроцитів 

( , twi-i сЬЛоЛчл, які проявляються: у збільшенні внутрішнього вмісту Ак­

та у зниженні вмісту К*- по мірі наближення гібернаційного періо­

ду та поглиблення гібернації, з наступним відновленням низького 

внутрішньоклітинного рівня ,(£лвисокого - К* з наотанням весни,



а також у зниженні швидкостей пасивного та активного транспорту 

К+ в мембранах еритроцитів ховрахів з настанням сезону гіборна- 

!ї та їх підвищенні навесні.

2. Показано, що еритроцити гібернуючих ховрахів підтримують 

іонний гомеостаз в умовах гіпотермії краще, ніж еритроцити актив­

них ховрахів, взяті влітку, і еритроцита щурів, що проявляються

у кращому збереженні ними високої концентрації і<*чів К+ та в мен­

шому накопичень' і а 2+.внаслідок кращого збереження функціональ­

ної активностi/ffi.i'" - та Са^+ -насосів в умовах гіпотермії ї більш 

сильного иригн ічення поваженою температурою пасивного транспорту 

ірнів.

3. Показано, що з настанням сезону гібернації в мембранах 

еритроцитів СіЛ*££ил шгіІи.-?а£иі відбувається реорганізація 

мембранних білків, яка полягає, у деякій зміні їх Кількісного 

.складу, а саме у збільшенні відносного вмісту спектрину та змен­

шенні вмісту актину, а також у зменшенні кількості білковій агре­

гатів, виникаючих при обробці зшиваючими, агентами, що особливо 

помітно після гіпотермічного зберігання.

4. 3"ясовано, що спонтанне та індуковані процеси ПОД в ери­

троцитах довгохвостих ховрахів більш інтеноиью протікають наве­

сні, також відзначаються зростання ввояою активностей глутатіон- 

редуктази та глутатіонперокслдази еритроцитів ховрахів. .

5. Проникність дїїя маркерних речовин ліпісом, праготова',гвс з 

сумарних ліпідів мембран сплячих ховрахів, не відрізнялась від 

такої ж для ліпосом з щурячих та донорських ліпідів,як за кімнат­

ної температури, так і при 5°0.

* 15 —
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