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З А Г А Л Ь Н А  Х А Р А К Т Е Р И С Т И К А  Р О Б О Т И

А КТУ АЛЬНІСТЬ П Р О Б Л Е М И . Сучасний етап розвитку біо­
логічної науки та медицини характеризується підвищеним інте­
ресом до дослідження загальних закономірностей пошкодження 
клітин в екстремальних умовах з метою пошуку засобів підви­
щення їх стійкості до д ії несприятливих факторів.

Механізми, що визначають спрямованість відповідної реакції 
клітини за зміни умов середовища, ще й досі не визначені. Однак, 
виходячи з того, що початковий структурно-функціональний стан 
клітини в цілому і, зокрема, її плазматичної мембрани (П М ), 
визначають характер адаптаційних та деструктивних змін, що 
розвиваються в ній лри дії несприятливих факторів [Бондарен­
ко В. А. и соавт., 1992; Р амазанов  В. В., 1994], формується спе­
цифічний підхід до направленої регуляції стійкості клітин. Цей 
підхід базується на тому, що при перенесенні клітин в специфічні 
вихідні умови, значно відмінні від фізіологічної норми, можна 
індукувати в них комплекс змін, які приводять до збільшення 
-стійкості клітин при послідуючій дії пошкоджуючих факторів 
[Бондаренко В. А. и соавт., 1992]. Забезпечення таких вихідних 
умов передбачає -модифікацію стану клітини не тільки за допо­
могою хімічних агентів, фармакологічних препаратів, але й за 
допомогою добору певного сполучення таких параметрів середо­
вища, як температура та  осмолярність.

Важлива роль початкового структурно-функціонального ста­
ну клітини і, зокрема, її ПМ, як  первинної ланки пошкодження, 
найбільш чітко просліджується при дії на неї холодового (ХШ) 
та гіперосмотичного шоку (ГШ ) [Белоус А. М. и соавт., 1985] — 
процесів, які є елементами більш загального механізму пошкод­
ження клітини в процесі консервування органів та тканин мето­
дом охолодження або заморожування [Lovelock G. Е., 1954; 
M eryman Н. Т., 1971]. Враховуючи це, складний характер з а л е ж ­
ності між початковим станом клітини, модифікуючим впливом 
на нього осмотичних та температурних умов середовища, з одно­
го боку, та чутливістю клітин до наступної д ії  X та ГШ, з дру­
гого, можна розглядати як тест, що не тільки дозволяє виявити 
різницю в реакційній здібності клітин, що знаходяться в різних 
структурно-функціональних станах, але й д ає  можливість ціле­
спрямованій регуляції вихідного стану клітини з метою підвищен­
ня її стійкості до послідуючої дії X та ГШ.

МЕТА ТА ЗА В Д А Н Н Я  Д О С Л ІД Ж Е Н Н Я . У зв ’язку з цим, ме­
тою даної роботи було дослідження спрямованості та глибини 
модифікації структурно-функціонального стану еритроцитів в про­
цесі їх селективної дегідратації в гіперосмотичних розчинах NaCl 
та сахарози і вивчення взаємозв’язку між вихідним станом к л і ­
тини та її чутливістю до дії X та ГШ.
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У відповідності з поставленою ціллю були передбачені сліду­
ючі експериментальні завдання:
1. Дослідити особливості осмотичної та температурної чутливості 
еритроцитів щурів різного віку (1, 3, 6, 12, 24 міс.).
2. Дослідити спрямованість і глибину модифікації структурно- 
функціонального стану еритроцитів людини та щурів по мірі 
збільшення тонічності електролітного та неелектролітного середо­
вища інкубації, включаючи оцінку зміни об’єму і форми клітин, 
внутріклітинного pH, бар’єрної функції мембрани та стійкості 
цитоскелету (ЦС) до механічної дії.
3. Прослідкувати особливості розвитку сенсибілізованого стану 
еритроцитів людини та щурів до дії X та  ГШ після передінкуба- 
ції клітин в гіперосмотичних розчинах NaCl та  сахарози при 
37 ° і 0 °С.
4. Вивчити вплив додаткової температурної ( + 4 9  -г- + 5 0  °С) та 
хімічної (за допомогою SITS, діпіридамолу та лідокаїну) моди­
фікації .структурно-функціонального стану еритроцитів людини 
та щурів на чутливість цих клітин до дії X та ГШ.

НАУКОВА НО ВИЗН А . Вперше виявлено, що механізми, які 
леж ать  в основі реакційної здібності клітини, можуть контролю­
ватися такими факторами середовища, як  температура та осмо- 
лярність, але глибина їх проявлення в значній мірі детерміно­
вана віком організму. Зміни структурно-функціонального стану 
еритроцитів, що відбуваються в різних фазах життєвого циклу 
організму, виявляються в зміні чутливості цих клітин до механіч­
ного, температурного та осмотичного впливів. При цьому, зміни 
різних параметрів структурно-функціонального стану еритроцитів 
в процесі розвитку та  старіння організму не носять прямоліній­
ного характеру та не відбуваються односпрямовано.

Механізм сенсибілізації еритроцитів людини та щурів до  дії 
X та ГШ пов’язаний зі змінами, що відбуваються в комплексі 
Ц С — ПМ. Однак, в еритроцитах щурів, поряд із структурним ме­
ханізмом контролю реакційної здібності клітин суттєвий вклад 
в механізм сенсибілізації вносять інші механізми, які можуть 
бути зв ’язані з метаболічним статусом клітини, станом ліпідів 
бішару, та  з функціонуванням систем транспорту іонів, що регу­
люють об’єм клітини.

Вперше показано, що додаткова модифікація стану еритроци­
тів за допомогою препаратів, які змінюють структурно-функціо­
нальний стан капнофоріну та характер його взаємодії з  фермен­
тами гліколізу (ФГК, ГА Ф Д Г), білками ЦС (білками смуг 2.1 
та 4.1) та ліпідами біша.ру, суттєво змінює чутливість еритроци­
тів людини та щурів до дії X та ГШ. При цьому, сам модифі­
куючий вплив SITS, діпіридамолу та лідокаїну на чутливість 
еритроцитів людини та щурів до дії X та ГШ має ряд відмінних 
особливостей.
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Т Е О РЕ Т И Ч Н Е  ТА П РА К Т И Ч Н Е  ЗН А Ч Е Н Н Я  РО БОТИ .
Результати роботи не тільки розширюють уявлення про існуючі 
в клітинах власні механізми регуляції їх чутливості до дії не­
сприятливих факторів середовища, але й важливі для більш гли­
бокого розуміння механізмів, що обумовлюють розвиток X та ГШ. 
Одержані дані дають підхід до розуміння механізмів дії на рівні 
клітини ряду фармакологічних препаратів (діпіридамолу, лідо- 
каїну), що надає можливість для більш адекватного їх викори­
стання у медичній практиці.

О держані в роботі результати дозволяють обгрунтувати нозі 
підходи для розробки методів низькотемпературного консерву­
вання еритроцитів з урахуванням впливу температури, іонної 
сили, осмоляриості середовища консервування. Одержані дані 
також можуть бути використані і для розробки цових підходів 
у вивченні еритроцитів як показника вікових змін в організмі 
людини в но-рмі та  при патологічних станах.

О СНО ВН І П О Л О Ж Е Н Н Я , Щ О В И Н О С Я ТЬС Я  НА ЗАХИСТ:
1. Конкретний характер розвитку сенсибілізованого стану ери­
троцитів до д ії X та ГШ обумовлений видовою належністю клі­
тин, а глибина його проявлення — особливостями структурно- 
функціонального стану клітини, які детерміновані віком організ­
му.
2. Вплив осмотичних та температурних факторів середовища пе- 
редінкубації на чутливість еритроцитів до д ії X та ГШ може 
здійснюватись через 'Модифікацію структурно-функціонального 
стану капнофоріну-білка’ смуги 3, який контролює не тільки тран­
спорт аніонів та води, але й характер асоціації ЦС з ПМ.
3. Модуляція структурних взаємодій капнофоріну з ферментами 
гліколізу (ФГК, ГА Ф Д Г), білками ЦС (білками смуг 2.1 та 4.1) 
та ліпідами бішару є фактором, здатним здійснювати координа­
цію існуючих в клітині функціональних, структурних та метабо­
лічних механізмів регуляції 'реакційної здібності клітини.

А П Р О Б А Ц ІЯ  РО БО ТИ . Матеріали дисертації доповідались 
на конференції молодих вчених біологічного факультету, Н Д І 
біології ХДУ (Харків, 1994); республіканській науково-практич- 
ній конференції «Сучасні проблеми фармації» (Харків, 1994).

П У Б Л ІК А Ц ІЇ .  По матеріалам дисертації опубліковано 5 ро­
біт: 2 депоновані статті, 3 'роботи в тезах.

СТРУКТУРА ТА О БСЯГ Д И С Е Р Т А Ц ІЇ.  Дисертація склада­
ється із вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів, 
трьох глав опису результатів власних досліджень та їх обгово­
рення, висновків, списку літератури, який включає 178 робіт з а ­
рубіжних та 90 робіт вітчизняних авторів, додатку. Робота викла­
дена на 150 сторінках машинописного тексту, утримує 49 малюн­
ків, 4 схеми та 15 таблиць.
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М А Т Е Р І А Л И  ТА М Е Т О Д И  Д О С Л І Д Ж Е Н Н Я

У роботі були використані еритроцити 1, 3, 6, 12 та 24 місяч­
них .самців — щурів лінії Вістар та еритроцити донорської кро­
ві II — групи чоловіків 34—39 років.

Різні початкові стани клітин формувались за допомогою дегід­
ратац ії  в процесі 10-хвилинної інкубації еритроцитів в гіпер- 
осмотичних розчинах NaCl та сахарози. Д ля  характеристики ви­
хідного стану клітин реєструвався їх об’єм методом спектроскопії 
імпульсів опору на приладі типу Coulter-Counter [Heinbush P. 
et al., 1985]. Аналіз зміни форми еритроцитів проводився на мік­
роскопі ВІОЛАМ. Залишковий вміст іонів К+ в еритроцитах ви­
значався за допомогою калій-селективного мембранного електро­
ду [Macey R. І., 1978]. Вимірювання внутріклітинного pH прово­
дилось по загальноприйнятому методу [Roos А., 1981]. Дослід­
ж увалась  стійкість ЦС еритроцитів до механічного впливу згідно 
Leibo S. P., 1976.

Д л я  модифікації структурно-функціонального стану капнофо- 
ріну еритроцити оброблялись SITS (0,01 мМ), діпіридамолом 
(0,05 мМ) та лідокаїном (10 мМ). Температурна денатурація 
анкірїну здійснювалась при + 4 9  °С [Лапшина Е. А., Завод- 
ник И. Б., 1993].

іГіперосмотичний шок еритроцитів здійснювався переносом 
аліквот клітинних суспензій, проінкубованих на протязі 10 хви­
лин при 37 0 та 0°С  в досліджуваних розчинах NaCl і сахарози, 
в 2,00 та 4,00 М розчини NaCl [Поздняков В. В., 1989].

Холодовий шок еритроцитів був змодельований на основі з а ­
гальноприйнятої методики [Green F. A., J u n g  С. Y., 1977].

Статистичну обробку експериментальних даних проводили по 
методу Ст’юдента-Фішера.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

ВІКОВІ О С О БЛ И В О С Т І О СМ ОТИ ЧНО Ї ТА Т Е М П Е Р А Т У Р ­
Н О Ї ЧУТЛ И В О С ТІ Е Р И Т Р О Ц И Т ІВ . З урахуванням того, що 
структурно-функціональний стан клітин, з одного боку, визначає 
характер адаптаційних і деструктивних змін, що розвиваються 
в них при дії пошкоджуючих факторів, а, з другого боку, є відоб­
раженням процесів, що відбуваються на рівні цілісного організму 
[Лопухин Ю. М. и соавт., 1993], можна припустити, що чутли­
вість еритроцитів до дії несприятливих факторів, у тому числі, 
температурних і осмотичних, може бути детермінована віком ор­
ганізму.

Виявлено, що передінкубація еритроцитів щурів різного віку 
в гііперосмотичних розчинах NaCl та сахарози за різних темпера­
турних режимів д ає  можливість виявити вікові відмінності струк­
турно-функціонального стану клітин, які в фізіологічних умовах
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являються прихованими, латентними. При цьому, зміни струк­
турно-функціонального стану еритроцитів, які відбуваються на 
різних етапах життєвого циклу організму, проявляються не тіль­
ки в зміні бар’єрної функції ПМ клітин, але й в зміні їх чутли­
вості до механічних, осмотичних та температурних впливів 
(Мал. 1)- Спрямованість проявлення цих змін в онтогенезі різна 
і залежить від тонічності, складу та  температури середовища 
передінкубації (Мал. 1). Однак, вікові відмінності реєструючих 
параметрів найбільш виражені після передінкубації клітин в умо­
вах, максимально сенсибілізуючих еритроцити до дії X та Г'Ш, 
тобто після передінкубації клітин в 0,55—0,75; 1,05— 1,50 М роз­
чинах NaCl або в 0,60— 0,90 М розчинах сахарози. Незважаю чи 
на те, що зміни параметрів еритроцитів 1- та 24-місячних щурів, 
з одного боку, та  еритроцитів 3- і 12-місячних тварин, з другого, 
відбуваються односпрямовано по відношенню до показників ери­
троцитів 6-місячних щурів, ці зміни мають різний зміст і генез.

Одержані дані вказують на існування в клітині власних м ех а­
нізмів контролю її реакційної здібності. Глибина проявлення цих 
механізмів зумовлена особливостями структурно-функціонально­
го стану клітини, які детерміновані віком організму.

Д Е Г ІД Р А Т А Ц ІЯ  ЯК ФАКТОР, Щ О К О Н Т РО Л Ю Є  Ч У Т Л И ­
ВІСТЬ Е Р И Т Р О Ц И Т ІВ  ДО ЗМ ІН И  Т ЕМ П ЕРА ТУ РН И Х  ТА О С ­
М ОТИЧН И Х УМОВ С Е РЕ Д О В И Щ А . Модифікація структурно- 
функціонального стану еритроцитів в процесі осмотичної дегідра­
тації супроводжується реорганізацією білків ЦС та компонентів 
ПМ, зміною характеру і тривкості взаємодії білкової решітки 
з ПМ. При цьому, в однакових осмотичних та температурних умо­
вах передінкубації формуються різні вихідні стани еритроцитів 
людини та щурів. Це виявляється в різній, по мірі збільшення 
тонічності електролітного середовища1, спрямованості трансформ а­
ції клітинної форми, що охоплює, у випадку еритроцитів людини, 
перехід дискоцит-ехіноцит-плоскі гіпертонічні клітини, а у ви­
падку еритроцитів щурів — дискоцит-акантоцит-тороцит. Вияв­
лені закономірності спостерігаються в критичній області осмоляр- 
ності, при переході через яку, еритроцити людини та щурів не 
тільки досягають мінімального об’єму, але й гублять здатність 
до неідеальної осмотичної поведінки.

В процесі інкубації клітин в досліджуваних розчинах NaCl 
бар’єрні властивості мембран еритроцитів людини та щурів, стій­
кість ЦС цих клітин до механічної дії, змінюються по-різному. 
При цьому, відмінною особливістю еритроцитів щурів являється 
не тільки висока чутливість до механічної дії, але й високий рі­
вень звільнення іонів К+ із клітин в процесі їх інкубації в 0,55—
0,75 М розчинах NaCl, який корелює з закисленням внутрішнього 
середовища клітини.

Виходячи з того, що найбільш ранніми, неспецифічними озн а­
ками метастабільного стану клітини є високий рівень звільнення
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із клітин іонів К+ і закислення внутріклітинного pH [Бондарен­
ко В. А., 1988; Браун А. Д., 1987; Roos А., 1981], можна чекати, 
що передінкубація еритроцитів людини в 0,85—3,00 М розчинах 
NaCl буде сенсибілізувати клітини до наступної зміни осмотич­
них та температурних умов середовища. У випадку еритроцитів 
щурів, поряд з цим критичним інтервалом вірогідно існування 
другого концентраційного інтервалу — 0,55— 0,75 моль/л NaCl, 
передінкубація в межах якого також  може чинити сенсибілізу­
ючий вплив. Одержані дані показали, що еритроцити людини та 
щурів виявляються сенсибілізованими до охолодження після пе- 
редінкубації в передбачених умовах (Мал. 2).

Чутливість еритроцитів людини та щурів до дії ГШ також 
значно змінюється в залежності від тонічності середовища перед- 
інкубації (Мал. 3). При цьому, відмінною рисою еритроцитів 
щурів є більш висока, в порівнянні з еритроцитами людини, чут­
ливість до переносу в 2,00 М розчини NaCl. Якщо, у випадку 
еритроцитів людини, по мірі збільшення тонічності середовища 
передінкубації відмічається кореляція в зміні чутливості клітин 
до механічного впливу та до дії ГШ, то еритроцити щурів вияв­
ляються максимально сенсибілізованими до дії ГШ в умовах, 
передінкубація в яких призводить не тільки до максимальної ме­
ханічної чутливості, але й різкому збільшенню рівня вивільнення
ІОНІВ К + .

Виявилось, що проявлення клітинних механізмів контролю 
реакційної здібності залежить не тільки від осмолярності середо­
вища, але й від його температури. Так, передінкубація еритроци­
тів людини та  щурів в гіперосмотичних розчинах NaCl при 0°С, 
в порівнянні з 37 °С, призводить не тільки до зменшення рівня 
звільнення із клітин іонів к+, зменшенню механічної чутливості 
клітин, але й до збільшення їх стійкості до наступних змін умов 
середовища. Такихм чином, виникає можливість цілеспрямованої 
модифікації вихідного стану клітини за допомогою добору пев­
ного сполучення таких параметрів середовища, як температура 
та  сісмолярність.

М еханізм сенсибілізації клітин до дії Г та ХШ має складну 
основу та може бути пов’язаний з одночасною дією таких ф ак­
торів, як зміна об’єму та форми клітини, перерозподіл іонів, 
зміна внутріклітинного pH та інш.

О С О БЛ И В О С Т І Р О ЗВ И Т К У  С Е Н С И Б ІЛ ІЗ О В А Н О Г О  СТАНУ 
Е Р И Т Р О Ц И Т ІВ  В П Р О Ц Е С І IX С Е Л Е К Т И В Н О Ї Д Е Г ІД Р А Т А ­
Ц ІЇ  В РО ЗЧ И Н А Х  Н Е Е Л Е К Т Р О Л ІТ ІВ . Н езважаючи на існуван­
ня й клітинах трьох типів механізмів регуляції їх реакційної 
здібності: функціонального, структурного та метаболічного
[Александров А. А., 1989; Бужурина И. М. и соавт., 1986; Хочач- 
ка II., Самеро Дж., 1977] провідна роль відводиться [Браун А. Д. 
и соавт., 1987] структурному механізму, тобто стану комплексу 
ЦС-чП М .
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Мал.І. А -  Рівень звільнення іонів К* з еритроцитів щурів різно- 
го віку*

В -  чутливість еритроцитів щурів різного віку до механічно­
го шливу;

С -  чутливість цих клітин до д і ї  холодового шоку;
'в різного віку до д і ї  гіпер-Д -  чутливість еритроцитів 

осмотичного шоку (2 ,00
після 10-хвилшної інкубації клітин в розчинах і/аСІ (І )
сахарози ( I I )  при 37°С.

та
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Концентрація МіС? , Маль/л ; сахарози, Моль/л .

Мал.2 . Чутливість еритроцитів людини (»—°) та щурів (•--•) до 
д і ї  ХШ після ІО-хвилинної Інкубації клітин при 37°С в 
гіпертонічних розчинах (І )  та сахарози ( I I ) .

Мал.3.

Чутливість 

еритроцитів люди­

ни (* - • )  та щурів 

(•--•) до д і ї  Ш 

при переносі клі­

тин в 2 ,00  М (1 ,2 )  

та 4 ,00  М (3 ,4 )  

розчини t/aCi п іс­

ля 10 -  хвилинної 

їх  Інкубації при 

0° та 3 7 ^  в г і— 

перосмотичних роз­

чинах fJa tP  та 

сахарози.



Якщо припустити, що визначаючим фактором в механізмі ре­
гуляції чутливості клітин до дії X та Г Ш леж ать процеси, по­
в’язані зі зміною стану комплексу Ц С — ПМ, то виявлені в умо­
вах дегідратації еритроцитів в гіперосмотичних розчинах NaCl 
закономірності позинні зберегтися і в розчинах сахарози.

Виявилось, що за умови збільшення осмолярності неелектро- 
літного середовища зберігаються специфічні спрямованості транс­
формації форми еритроцитів людини та Щурів, які спостерігають­
ся по мірі збільшення осмолярності електролітного середовища. 
Однак, перехід від однієї клітинної форми до іншої спостеріга­
ється при значениях осмолярності неелектроліітного середовища 
в 2 рази менших в порівнянні зі значеннями осмолярності елек­
тролітного середовища.

Характерною особливістю розвитку ХНІ еритроцитів в розчи­
нах сахарози є не тільки збільшення чутливості клітин до охо­
лодження, але й зміщення критичної області осмолярності в бік 
менших значень (Мал. 2). Однак, незалежно від складу середо­
вища, еритроцити людини і щурів виявляються сенсибілізованими 
до дії ХШ в умовах, передінкубація в яких призводить до м ак­
симального зменшення о б ’єму клітин, збільшенню рівня втрати 
іонів к+ та збільшенню механічної чутливості клітин. Відсут­
ність фіксованої межі осмолярності, яка сенсибілізує клітини до 
охолодження, може свідчити про те, що розвиток ХШ визнача­
ється величиною осмотичного градієнту на мембрані. В розчинах 
сахарози досягнення цього критичного негативного гідростатич­
ного тиску на мембрані відбувається прн більш низьких значен­
нях осмолярності, в порівнянні з електролітним середовищем, 
в силу не тільки більш високого рівня звільнення іонів к+, але 
й в силу виходу з клітин аніонів хлору.

Передінкубація еритроцитів в розчинах сахарози призводить 
до зменшення їх ізоосмотичної чуттєвості до переносу в 4,00 М 
розчин NaCl (Мал. 3).

Одержані дані свідчать про те, що початкові стани сенсибілі­
зації еритроцитів до охолодження та дії ГШ можуть бути пов’я ­
зані зі зміною структури білків ЦС, які протидіють стискуванню. 
На відміну від ГШ, появлення у еритроцитів чутливості до охо­
лодження є наслідком глибоких внутріклітинних змін, які можуть 
бути пов’язані і з порушенням іонного гомеостазу клітини. Однак, 
конкретний характер розвитку сенсибілізованого стану еритроци­
тів до дії X та ГШ обумовлений видовою належністю клітин.

В П Л И В  М О Д И Ф ІК А Ц ІЇ С Т РУ К Т У Р Н О -Ф У Н К Ц ІО Н А Л Ь Н О ­
ГО СТАНУ К А П Н О Ф О РІН У  НА Х О ЛО ДОВУ  ТА ОСМ ОТИЧНУ 
Ч У ТЛ И В ІС ТЬ Е Р И Т Р О Ц И Т ІВ  Л Ю Д И Н И  ТА Щ УРІВ. Холодова 
та осмотична чутливість еритроцитів може контролюватися, при­
наймні, двома групами процесів: 1. Процесами, які зв ’язані зі 
зміною характеру взаємодії білків ЦС між собою та компонен­
тами ПМ на етапі передінкубації: 2. Процесами, які зв ’язані зі
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змінами, що розвиваються в клітині! безпосередньо при переносі 
її в нові температурні або осмотичні умови, коли відбувається 
зрив вихідної метастабільності клітини. Ц я група процесів може 
відігравати важливу роль в умовах, коли руйнування клітин при 
зміні умов середовища не зв ’язана з їх вихідною метастабіль- 
«істю, наприклад, при переносі клітин в 4,00 М розчин NaCl із 
середовищ з осмолярністю, близькою до фізіологічної [Р ам аза ­
нов В. В., 1994]. В цьому випадку, зміни асоціації компонентів 
ЦС з ПМ можуть бути пов’язані з фазою швидкої зміни об’єму 
клітин під час переходу в нові осмотичні умови. При цьому, амплі­
туда «об’ємного здвигу» мінімальна при величинах осмолярності 
400—500 та 800—900 мОсмоль д ля  розчинів сахарози та NaCl, 
відповідно, коли завершується об’ємна, але не розвивається струк­
турна дегідратація клітини, яка індукує її вихідну метастабіль- 
ність. В цьому випадку, виникає динамічно стійкий стан клітин, 
зв ’язаний з осмотично індукованим включенням «структурного ме­
ханізму», в основі якого може леж ати  порушення взаємодій епек- 
тріну з ліпідним бішаром мембрани, опосередкованих анкіріном, 
або білком смуги 4.1.

Таким чином, різниця між X та ГШ полягає в природі про­
цесів, що модифікують стан еритроцитів в перехідній фазі. Якщо 
перехідна ф аза у випадку ГШ —  миттєве стиснення еритроцитів 
в умовах ізотермії, то перехідна ф аза ХШ — термотропні струк­
турні перебудови, які відбуваються в комплексі Ц С — ПМ.

Оскільки провідна роль в контролі стану біл'ків ЦС та х а р а к ­
теру їх взаємодій з компонентами ПМ належить капнофоріну 
[Каззенов А. М. и соавт., 1987, 1991], який контролює також 
аніонний та водний транспорт, треба чекати, що зміни структур­
но-функціонального стану цього білка можуть суттєво змінити 
чутливість клітин до температурних та осмотичних впливів.

Обробка еритроцитів людини інгібітором аніонного транспор­
ту — SITS призводить до зменшення чутливості клітин до дії 
ХШ не тільки в розчинах сахарози, але й в гіперосмотичних роз­
чинах NaCl. П ід  впливом SITS зменшується чутливість еритро­
цитів людини до переносу в 2,00 М .розчин NaCl, але зростає 
їх  ізоосмотична чутливість до переносу в 4,00 М розчин NaCl. 
Інгібіруючий вплив SITS на розвиток ХШ еритроцитів в розчи­
нах NaCl та сахаїрози; різноспрямована його дія на чутливість 
клітин до дії ГШ в залежності від осмолярності середовища пе- 
редінкубації указує на те, що процеси, які пов’язані з перероз­
поділом між клітиною та середовищем аніонів хлору та катіонів 
калію, не являються головними факторами, що контролюють зм і­
ну осмотичної та температурної чутливості еритроцитів. Таким 
чином, модифікуючий вплив SITS на чутливість еритроцитів до 
дії X та ГШ може бути пов’язаний з його впливом на структуру 
комплексу Ц С —ПМ , оскільки лід  час взаємодії SITS з капнофо- 
ріном, змінюється характер взаємодії аніонного переносника
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з ліпідами бішару, зростає чисельність зв ’язків білка-3 з ГАФДП 
та з спектрін-актиновим комплексом, посередником в яких є ан­
кірін [Hsu L., 1983; C lague М. J. et al., 1989].

Д одаткова модифікація структурно-функціонального стану 
еритроцитів людини ді'піридамолом, котрий як і SITS, збільшує 
кількість зв ’язків у ланцюзі спектрін— анкірін—капнофорін, під­
вищує спорідненість капнофоріну до ГАФДГ та збільшує рівень 
внутріклітинного Д Ф Г  [Eaton J. N. et al., 1980; Lowe A. G., et al., 
1983], справляє менш виражений, в порівнянні з SITS, інгібіру- 
ючий ефект на розвиток ХШ, але більш виражений сенсибілізу­
ючий в п л и в . на ізоосмотичну чутливість клітин до переносу в 
2,00 М та 4,00 М розчини NaCl.

Таким чином, регуляція реакційної здібності еритроцитів лю ­
дини осмотичними та температурними факторами середовища 
передінкубації може бути пов’язана і з метаболічним контролем 
стану комплексу Ц С — ПМ, що відбувається на рівні структур­
них взаємодій капнофоріну з ферментами гліколізу (ГАФДГ, 
Ф ГК).

Обробка еритроцитів людини лідокаїном, що підвищує теку­
чість ліпідного бішару, послабляє зв ’язки у ланцюзі спектрін— 
анкірін— капнофорін, та зав аж ає  безпосереднім контактам спек- 
трїну з фосфолїпйдами бішару [Nishiguchi Е. et al., 1993; F u l ­
ler G. M. et al., 1994], призводить до зменшення чутливості кл і­
тин до дії X та ГШ. При цьому, інгібіруюча дія л ідокаїну на 
холодову чутливість еритроцитів виражена менш, чим SITS, та 
подібна впливу діпіридамолу, тобто відбувається зміщення кри­
тичної області осмолярності, при переході через яку клітини ви- 
яляються сенсибілізованими до охолодження, в бік більших вели­
чин. Однак, на відміну від SITS та діпіридамолу, які сп равля­
ють інгібіруючий вплив на зміни об’єму еритроцитів та зб ільш у­
ють ізоосмотичну чутливість клітин до дії ГШ (4,00 М NaCl), 
під впливом лідокаїну еритроцити втрачають не тільки здатність 
до неідеальної осмотичної поведінки, але й високу ізоосмотичну 
чутливість до .переносу в 4,00 М розчин NaCl.

Температурна модифікація ( + 4 9  °С) стану еритроцитів лю ­
дини, яка супроводжується денатурацією анкіріну [Л апш и­
на Е. А., Заводник И. Б., 1993] також призводить до зменшення 
ізоосмотичної чутливості клітин до дії ГШ, втрати неідеальної 
осмотичної поведінки, але не справляє суттєвого впливу на чут­
ливість еритроцитів до охолодження. Подібний вплив тем пера­
турна інкубація при + 4 9  °С справляє і на чутливість еритроци­
тів щурів до дії X та ГШ. Таким чином, порушення опосередко­
ваних анкіріном взаємодій спектрін-актинової сітки з капнофо- 
ріном не справляє  суттєвого впливу на чутливість клітин до охо­
лодження, але  відіграє важливу роль в «осмотично індукованому 
механізмі» збільшення стійкості клітин до дії ГШ (4,00 М) по
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мірі збільшення тонічності середовища передінкубації до 0,35— 
0,45 та 0,40— 0,50 Моль/л NaCl та сахарози, відповідно.

Вплив ж е  SITS, діпіридамолу та  лі'докаїну на осмотичну та 
температурну чутливість еритроцитів щурів має ряд особливо­
стей. На відміну від еритроцитів людини, більш виражений моди­
фікуючий вплив на чутливість клітин до дії X та ГШ справляє 
не SITS, а діпіридамол та лідокаїн. При цьому, ха.рактер зміни 
осмотичної та температурної чутливості клітин як модифікова­
них, так і нативних, корелює не тільки зі зміною їх механічної 
чутливості, але і з характером зміни проникності мембрани для 
іонів К+ та зміною внутріклітинного pH. Таким чином, на відмі­
ну від еритроцитів людини, структурні механізми контролю ре­
акційної здатності еритроцитів щурів більш тісно пов’язані з 
метаболічним статусом клітини, станом ліпідів бішару, а також 
з функціонуванням систем транспорту іонів, які регулюють об’єм 
клітини.

В основі механізму сенсибілізації еритроцитів людини та щу­
рів лежить єдиний механізм, пов’язаний зі станом комплексу 
Ц С — ПМ. Н а рівні структурних взаємодій капнофоріну з фермен­
тами гліколізу (ГАФДГ, Ф Г К ),  білками ЦС (білками смуг 2.1 
та 4.1) і ліпідами бішару може здійснюватися координація існу­
ючих в клітині власних структурних, функціональних та мета­
болічних механізмів контролю її реакційної здібності.

в и с н овк и
1. Характер реакції еритроцитів на зміну осмотичних та тем­

пературних умов середовища вказує «а  існування в цих клітинах 
специфічних та неспецифічних механізмів, які контролюють спря­
мованість та глибину розвитку їх відповідних реакцій на дію 
зовнішніх факторів.

2. Механізми, що забезпечують реакції клітин на зміну зов­
нішніх умов, контролюються такими факторами середовища як 
температура та осмолярність, однак їх проявлення залежить від 
структурно-функціонального стану клітини та, в значній мірі, 
детерміновано віком організму.

3. Зміни структурно-функціонального стану еритроцитів, що 
відбуваються на різних етапах життєвого циклу організму, вияв­
ляються в зміні чутливості цих клітин до механічних, осмотичних 
та температурних впливів.

4. Д л я  зміни різних параметрів структурно-функціонального 
стану еритроцитів в процесі розвитку та старіння організму екс­
периментальних тварин відмічається відсутність не тільки прямо­
лінійного характеру, але й односпрямованості. Н езважаючи на те, 
що відмічається кореляція в зміні параметрів еритроцитів 1- та 
24-місячних щурів по відношенню до показників еритроцитів
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6-мІсячних тварин, з одного боку, і еритроцитів 3- та 12-місяч- 
них щурів, з другого, ці зміни мають різний зміст та генез.

5. Структурною основою механізму, який контролює в умо­
вах дегідратації чутливість еритроцитів до дії X та ГШ є зміна 
характеру асоціації білків ЦС між собою та компонентами ПМ.

6. Аналіз впливу температурних та  осмотичних умов середо­
вища на стан комплексу Ц С —ЛМ , вказує на втягнення в процес 
зміни структурно-функціонального стану капнофоріну, який кон­
тролює аніонний та водний транспорт, а також  стан комплексу 
Ц С — ПМ.

7. Модуляція структурних взаємодій капнофоріну з фермен­
тами гліколізу (ГАФДГ, Ф Г К ),  ліпідами бішару та білками ЦС 
(білками смуг 2.1 та 4.1) є фактором, що здатний здійснювати 
координацію структурного, функціонального та метаболічного 
механізмів регуляції реакції еритроцитів на осмотичні та темпе­
ратурні дії.

8. Виявлені відмінності в механічній, осмотичній та темпера­
турній чутливості нативних та модифікованих SITS, діпіридамо- 
лом та лідокаїном еритроцитів людини та щурів можуть бути 
обумовлені не тільки видовими особливостями орапізації ком­
плексу Ц С —О М , механізмів активації транспорту іонів при зміні 
об’єму клітини, але й особливостями інтеграції процесів, які фор­
мують загальний механізм контролю іонного гомеостазу еритро­
цитів людини та щурів.
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Федосова Светлана Николаевна. Факторы, контролирующие 
чувствительность эритроцитов к осмотическим и температурным  
воздействиям.
Диссертация на соискание ученой степени кандидата биологиче­
ских наук по специальности 03.00.13 — Физиология человека и 
животных. Харьковский государственный университет, Харьков, 
1994.

Исследовалось влияние температурных и осмотических усло­
вий среды прединкубации, фармакологических препаратов, воз­
раста организма на чувствительность эритроцитов человека и кры­
сы к действию холодового и гиперосмотического шока. Установ­
лено, что механизмы, лежащ ие в основе реакционной способно­
сти клетки, контролируются такими факторами среды как  темпе­
ратура и оемолярвость, однако проявление этих механизмов де­
терминировано возрастом организма и зависит от исходного со­
стояния клетки. Делается вывод о том, что на уровне структур­
ных взаимодействий капнофорина с ферментами гликолиза 
(ГАФДГ, Ф Г К ),  белками цитоскелета (белками полос 2.1 и 4.1) 
и липидами бислоя может осуществляться координация сущест­
вующих в клетке собственных структурных, функциональных и 
метаболических механизмов контроля ее реакционной способно­
сти. Выявленные различия в осмотической, механической и тем­
пературной чувствительности нативных и модифицированных 
SITS, дипиридамолом и лидокаином эритроцитов человека и кры­
сы могут быть обусловлены не только видовыми различиями 
структурной организации комплекса цитоскелет— мембрана, осо­
бенностями механизмов активации транспорта ионов при измене­
нии' объема- клетки, но и особенностями самих механизмов кон­
троля ионного гомеостаза эритроцитов человека1 и крысы.

Fedosova Svetlana Nicolajevna. The factors th a t  control the sen­
sitivity of erythrocytes to osmotic and tem perature influences.

The thesis on competition for scientific degree of candida te  of
biological science on speciality 03.00.13 — H um an and animal 
physiology. Kharcov S ta te  University, Kharcov, 1994.

(The influence tem perature  and osmotic condition of p re incu ­
bation, pharmacologic prepara tion  and age  of o rgan ism  on sen ­
sitivity of hum an and ra t  erythrocytes to action of cold and os­
motic shock have been studed.

It has been shown th a t  mechanisms underlay ing  the cell re ac­
tivity may be controlled by such param eters  of mediun as tem ­
perature  and osmolarity, none the less display of these m echa­
nisms w as determined by age of o rganism  and depended on ini­
tial s tate  of cell. It has  been concluded that  s tructural,  functional 
and metabolic m echanisms of regula tion  of cell reactivity  may be 
co-ordinated by the s tructura l  interections of capnophorine with
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glycolytic enzymes (PGK, G APD N ), cytoskeleton proteins (prote­
in  band 4.1 and ankyrin) and lipid bylayer. The revealed d is­
tinction of tem perature and osmotic sensitivity  of native and mo- 
dificated by SITS, di'pyridamol and lidocain hum an and ra t  e ry ­
throcytes may be determined not only by s tructura l differences of 
cytoskeleton — m em brane complex; activation m echanism peculia- 
rites of the ion transpor t  in the process of cell volume change, but 
also by control m echanism  peculiarites of the ione hom eostasis 
of hum an and ra t erythrocytes.

К Л Ю ЧО ВІ СЛОВА: еритроцит, плазматична мембрана (П М ), 
цитоскелет (Ц С ), капнофорін, анкірін, гліцероальдегід-3-фосфат- 
дегідрогеназа (ГА Ф Д Г), фосфогліцераткіназа (Ф ГК), 2,3-дифос- 
фогліцерат (Д Ф Г ),  холодовий шок (ХШ ), гіперосмотичний шок 
(ГШ ), діпіридамол, лідокаїн, 4-ацетамідо-4’-ізотіоцианостильбен- 
2,2-дисульфонат (S IT S).
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