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ÝÐÈÒÐÎÖÈÒÎÂ ÏÎÄ ÂËÈßÍÈÅÌ ÏÎËÈÌÅÐÍÛÕ ÊÐÈÎÏÐÎÒÅÊÒÎÐÎÂ
Èíñòèòóò ïðîáëåì êðèîáèîëîãèè è êðèîìåäèöèíû ÍÀÍ Óêðàèíû (Õàðüêîâ)

Äàííàÿ ðàáîòà ÿâëÿåòñÿ ôðàãìåíòîì òåìû «Ìå-
õàíèçìû èçìåíåíèÿ îñìîòè÷åñêîé è òåìïåðàòóðíîé 
÷óâñòâèòåëüíîñòè êëåòîê ïðè äåéñòâèè ìîäèôèêà-
òîðîâ öèòîñêåëåò-ìåìáðàííîãî êîìïëåêñà, àìôè-
ôèëüíûõ âåùåñòâ è êðèîïðîòåêòîðîâ» (¹ ãîñðåãè-
ñòðàöèè 0104U006437). 

Âñòóïëåíèå. Áåëêè ìåìáðàí ýðèòðîöèòîâ ñî-
äåðæàò SH-ãðóïïû, ñîñòîÿíèå êîòîðûõ îïðåäåëÿåò 
ôóíêöèîíèðîâàíèå èîííûõ ïåðåíîñ÷èêîâ [11], âî-
äíîãî êîíàëà [12], àãðåãàòíîå ñîñòîÿíèå ñïåêòðèíà 
[15] è âçàèìîäåéñòâèå öèòîïëàçìîòè÷åñêîãî ôðàã-
ìåíòà áåëêà ïîëîñû 3 ñ áåëêàìè öèòîñêåëåòà [4]. 

Îáðàáîòêà ìåìáðàí ýðèòðîöèòîâ ÏÕÌÁ ïðè-
âîäèò ê íàðóøåíèþ ñâÿçè ìåìáðàíà-öèòîñêåëåò â 
îáëàñòè áåëîê ïîëîñû 3-ñïåêòðèí ñ ïîñëåäóþùåé 
äèññîöèàöèåé êîìïîíåíòîâ öèòîñêåëåòà îò ìåì-
áðàíû [4, 6]. Äåéñòâèå äàííîãî ñóëüôãèäðèëüíîãî 
ðåàãåíòà ïðîÿâëÿåòñÿ ïðè âçàèìîäåéñòâèè åãî ñî 
«ñêðûòîé» SH-ãðóïïîé, ëîêàëèçîâàííîé â ãèäðî-
ôîáíîì ôðàãìåíòå áåëêà ïîëîñû 3 [10]. Ýôôåê-
òèâíîñòü ïðîíèêíîâåíèÿ ÏÕÌÁ â ãèäðîôîáíûå îá-
ëàñòè ìåìáðàíû îáåñïå÷èâàåòñÿ ïðåäâàðèòåëüíîé 
îáðàáîòêîé ìåìáðàí ÍÝÌ, êîòîðûé áëîêèðóåò 80% 
ìåìáðàííûõ SH-ãðóïï, èñêëþ÷àÿ SH-ãðóïïû, ëîêà-
ëèçîâàííûå âî âíóòðåííèõ ãèäðîôîáíûõ îáëàñòÿõ 
ìåìáðàíû [5]. 

Îáðàáîòêà ìåìáðàí ýðèòðîöèòîâ ñåëåíèòîì 
íàòðèÿ èíäóöèðóåò êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ 
áåëêîâ ñ ðîñòîì ðåàêöèîííîé àêòèâíîñòè «ñêðûòûõ» 
SH-ãðóïï, ëîêàëèçîâàííûõ âî âíóòðåííèõ ãèäðîôîá-
íûõ äîìåíàõ. Âçàèìîäåéñòâèå N-ïèðåíìàëåèìèäà 
ñ äàííûìè SH-ãðóïïàìè ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó 
óñèëåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïèðåíî-
âîãî õðîìîôîðà ìåòêè â ñîñòàâå ìåìáðàí [16], ïî-
ýòîìó, èññëåäóÿ ðåàêöèîííóþ àêòèâíîñòü «ñêðûòûõ» 
SH-ãðóïï, ìîæíî îöåíèâàòü ñòðóêòóðíîå ñîñòîÿíèå 
ìåìáðàí. 

Ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè NaCl â ñðåäå çàìî-
ðàæèâàíèÿ ñ äåêñòðàíîì ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ 
ñòåïåíè ïîâðåæäåíèÿ ýðèòðîöèòîâ ïîñëå çàìîðà-
æèâàíèÿ. Ïðè ýòîì â ñðåäå ñ ÏÝÃ-1500 âûÿâëÿåò-
ñÿ ñíèæåíèå ñòåïåíè ïîâðåæäåíèÿ êëåòîê [3]. Ýòî 
óêàçûâàåò íà ðàçëè÷èå êðèîïðîòåêòîðíûõ ñâîéñòâ 
äåêñòðàíà è ÏÝÃ-1500, êîòîðîå, âîçìîæíî, îïðå-
äåëÿåòñÿ èíòåíñèâíîñòüþ ãèïåðêîíöåíòðèðîâàíèÿ 
NaCl ïðè çàìîðàæèâàíèè. 

Öåëü ðàáîòû – èññëåäîâàòü âëèÿíèå äåêñòðàíà, 
ÏÝÃ-1500 è âûñîêîé êîíöåíòðàöèè NaCl íà âçàè-
ìîäåéñòâèå ñóëüôãèäðèëüíîãî ðåàãåíòà N-ïèðåí-
ìàëåèìèäà ñ SH-ãðóïïàìè ìåìáðàí ýðèòðîöèòîâ. 

Îáúåêò è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ. Â ðà-
áîòå èñïîëüçîâàëè NaCl (õ.÷.), ñàõàðîçó (õ.÷.), 

ïîëèýòèëåíãëèêîëü ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé 1500 
(ÏÝÃ-1500) ïðîèçâîäñòâà Merck è äåêñòðàí ñ ìî-
ëåêóëÿðíîé ìàññîé 35000 ïðîèçâîäñòâà Serva. 
Èñïîëüçîâàëè ìîäèôèêàòîð áåëêà ïîëîñû 3 ìåì-
áðàí ýðèòðîöèòîâ ÄÈÄÑ (4,4'-äèèçîòèîöèàíàòî-
ñòèëüáåí-2,2'-äèñóëüôîíàò) ïðîèçâîäñòâà Serva, 
ñóëüôãèäðèëüíûå ðåàãåíòû: èîäîàöåòàìèä (ÈÀÀ), 
N-ýòèëìàëåèìèä (ÍÝÌ), N-ïèðåíìàëåèìèä ïðîèç-
âîäñòâà Serva, ïàðàõëîðìåðêóðèéáåíçîàò (ÏÕÌÁ) 
ïðîèçâîäñòâà Sigma. 

Ýðèòðîöèòû ïîëó÷àëè èç êðîâè II ãðóïïû îò äî-
íîðîâ ìóæñêîãî ïîëà ÷åòûðåõêðàòíûì îòìûâàíèåì 
ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì 0,9% NaCl. 

Äëÿ ìîäèôèêàöèè ìåìáðàííîãî áåëêà ïîëîñû 
3 â ñóñïåíçèþ ýðèòðîöèòîâ ñ ãåìàòîêðèòîì 20% â 
ñðåäå, ñîäåðæàùåé 0,15 ìîëü/ë NaCl è 10 ììîëü/ë 
òðèñ (ðÍ 7.4),  áûë  äîáàâëåí  ÄÈÄÑ  â  êîíå÷íîé  
êîíöåíòðàöèè 50 ìêìîëü/ë. Ñóñïåíçèÿ ýðèòðîöèòîâ 
èíêóáèðîâàëàñü ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 60 ìèíóò. Çàòåì 
ýðèòðîöèòû îòìûâàëè ñðåäîé èíêóáàöèè, ñîäåðæà-
ùåé 0,5% àëüáóìèíà, ñ ïîñëåäóþùèì äâóêðàòíûì 
îòìûâàíèåì òîé æå ñðåäîé ñ èñêëþ÷åíèåì àëüáóìè-
íà. Ïîäîáíàÿ îáðàáîòêà êëåòîê ÄÈÄÑ ïðèâîäèò ê êî-
âàëåíòíîìó ñâÿçûâàíèþ åãî ñ áåëêîì ïîëîñû 3 [7]. 

Äëÿ îáðàáîòêè ñóëüôãèäðèëüíûìè ðåàãåíòàìè 
ýðèòðîöèòû ñ 20 %-ì ãåìàòîêðèòîì ñóñïåíäèðîâà-
ëè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ÊÑl – 90, NàCl – 45, ñàõà-
ðîçó – 44, Òðèñ – 10 ììîëü/ë (pH 7.4) [5]. ÈÀÀ (15 
ììîëü/ë), ÍÝÌ (10 ììîëü/ë), N-ïèðåíìàëåèìèä 
(100 ìêìîëü/ë) èëè ÏÕÌÁ (1 ììîëü/ë) äîáàâëÿëè â 
ñóñïåíçèþ êëåòîê è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 60 ìèí 
ïðè 37°C. Îáðàáîòêó ýðèòðîöèòîâ äâóìÿ ðåàãåíòà-
ìè ÈÀÀ è ÏÕÌÁ ïðîèçâîäèëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. 
Ïîñëå èíêóáàöèè ñóñïåíçèè ýðèòðîöèòîâ â òå÷åíèå 
20 ìèí ñ ÈÀÀ (15 ììîëü/ë) ê íåé äîáàâëÿëè ÏÕÌÁ 
(1ììîëü/ë) è èíêóáàöèþ ïðîäîëæàëè åùå 60 ìèíóò. 
Ïî èñòå÷åíèè âðåìåíè ýðèòðîöèòû îòìûâàëè 5 ðàç 
ñðåäîé äëÿ îáðàáîòêè è äî ìîìåíòà èñïîëüçîâàíèÿ 
õðàíèëè íà ëåäÿíîé áàíå. 

Âçàèìîäåéñòâèå N-ïèðåíìàëåèìèäà ñ ìåì-
áðàíàìè ýðèòðîöèòîâ èññëåäîâàëè ïî íàðàñòà-
íèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ðåàãåíòà ïðè 
òåìïåðàòóðå 16-18°Ñ è äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ è 
ýìèññèè 340 è 380 íì, ñîîòâåòñòâåííî. Ïèðåíîâûé 
õðîìîôîð â ñîñòàâå N-ïèðåíìàëåèìèäà íà÷èíàåò 
ôëóðåñöèðîâàòü ïîñëå âçàèìîäåéñòâèÿ ìàëåè-
ìèäíîé ãðóïïû äàííîé ìåòêè ñ SH-ãðóïïàìè [16]. 
Êîíöåíòðàöèÿ N-ïèðåíìàëåèìèäà â ðåàêöèîííîé 
ñðåäå ñîñòàâëÿëà 5 ìêìîëü/ë, êîíöåíòðàöèÿ áåëêà 
ìåìáðàí 80-100 ìêãð/ìë. 

Ïîëó÷åíèå ìåìáðàí ýðèòðîöèòîâ ïðîâîäèëè 
ïî ìåòîäèêå [7]. Ñîäåðæàíèå ìåìáðàííîãî áåëêà 
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îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà Ëîóðè, ìîäèôèöè-
ðîâàííîãî ïóòåì äîáàâëåíèÿ äåçîêñèõîëàòà [8]. 

Ñòàòèñòè÷åñêèå ðàñ÷åòû ïðîèçâîäèëè íà îñíîâå 
ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ íà ýðèòðîöèòàõ îò 5-òè äî-
íîðîâ. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû êàê ñðåäíåå çíà÷åíèå 
± ñòàíäàðòíàÿ îøèáêà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñòàòèñòè÷å-
ñêîé äîñòîâåðíîñòè ðåçóëüòàòîâ èñïîëüçîâàëè íåïà-
ðàìåòðè÷åñêèé ìåòîä Ìàííà-Óèòíè ïðè ð< 0,05 [1]. 

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé è èõ îáñóæäåíèå. 
Èññëåäîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ N-ïèðåíìàëåèìèäà 
ñ ìåìáðàíàìè ýðèòðîöèòîâ ïîêàçàëî, ÷òî ïðèñóò-
ñòâèå â ñðåäå ñàõàðîçû íå âëèÿåò íà ðàçâèòèå ôëó-
îðåñöåíöèè, â òî æå âðåìÿ ÏÝÃ-1500 è äåêñòðàí èí-
ãèáèðóþò ýòó ðåàêöèþ (ðèñ. 1,à). Íàëè÷èå â ñðåäå 
3 ìîëü/ë NaCl âûçûâàåò èíòåíñèôèêàöèþ ðàçâèòèÿ 
è ðîñò óðîâíÿ ôëóîðåñöåíöèè N-ïèðåíìàëåèìèäà. 
Òåì íå ìåíåå, â ýòîé ñðåäå ïîëèìåðíûå êðèîïðî-
òåêòîðû óñèëèâàþò ñâîé áëîêèðóþùèé ýôôåêò. 
Êðîìå òîãî, îòìå÷àåòñÿ èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå 
ñàõàðîçû íà âçàèìîäåéñòâèå N-ïèðåíìàëåèìèäà ñ 
ìåìáðàíàìè (ðèñ. 1,á). 

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî â èçîòîíè÷åñêîé 
(ðèñ. 1,à) è ãèïåðòîíè÷åñêîé (ðèñ. 1,á) ñðåäàõ 
èíãèáèòîðíûé ýôôåêò ÏÝÃ-1500 è äåêñòðàíà íå-
çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àåòñÿ ìåæäó ñîáîé. Îäíàêî íå 
èñêëþ÷åíî, ÷òî â óñëîâèÿõ çàìîðàæèâàíèÿ ýðèòðî-
öèòîâ ïðè ãèïåðêîíöåíòðèðîâàíèè ñðåäû ýôôåêòû 
ÏÝÃ-1500 è äåêñòðàíà íà ãèïåðòîíè÷åñêîå âîçäåé-
ñòâèå ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ. 

Ìîäèôèêàöèÿ ìåìáðàí ýðèòðîöèòîâ ÄÈÄÑ ïðè-
âîäèò ê èíòåíñèôèêàöèè ðàçâèòèÿ è ðîñòó óðîâíÿ 
ôëóîðåñöåíöèè ïðè âçàèìîäåéñòâèè ñ N-ïèðåí-
ìàëåèìèäîì, ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè ìåì-
áðàíàìè (ðèñ. 2). Â ñâÿçè ñ ýòèì áûëî ïîêàçàíî, 
÷òî ïðèñóòñòâèå â ñðåäå ïðîèçâîäíûõ ÄÈÄÑ óñè-
ëèâàëî èíãèáèòîðíîå äåéñòâèå ÏÕÌÁ íà ïðîíèöà-
åìîñòü ìåìáðàí ýðèòðîöèòîâ äëÿ âîäû. Ïðè ýòîì 
ÏÕÌÁ ñâÿçûâàëñÿ ñ SH-ãðóïïîé, ëîêàëèçîâàííîé â 
ãèäðîôîáíîì ôðàãìåíòå áåëêà ïîëîñû 3 [12]. Àâ-
òîðû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî óñèëåíèå èíãèáèðîâàíèÿ 
ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì êîíôîðìàöèè áåëêà ïîëîñû 
3 ïðè ñâÿçûâàíèè ìîäèôèêàòîðîâ è ñ óâåëè÷åíèåì 
äîñòóïíîñòè SH-ãðóïïû, ðåàêöèÿ ñ êîòîðîé âûçû-
âàåò èíãèáèðîâàíèå òðàíñïîðòà âîäû. Èçâåñòíî, 
÷òî ñâÿçûâàíèå ÄÈÄÑ ñ áåëêîì ïîëîñû 3 ïðèâîäèò 
ê èçìåíåíèþ êîíôîðìàöèè áåëêà è ðàñïàäó åãî òå-
òðàìåðîâ íà äèìåðû [13]. 

Ðèñ. 1. Ðàçâèòèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè N-ïèðåíìàëåèìèäà â ïðèñóòñòâèè ìåìáðàí 
ýðèòðîöèòîâ â ñðåäàõ, ñîäåðæàùèõ 0,15 ìîëü/ë 

NaCl (à) èëè 3 ìîëü/ë NaCl (á). 2,3,4 – ñðåäû ñîäåð-
æàëè äîïîëíèòåëüíî 15% ñàõàðîçû, äåêñòðàíà è 

ÏÝÃ-1500, ñîîòâåòñòâåííî. Âñå ñðåäû ñîäåðæàëè 10 
ììîëü/ë òðèñ (ðÍ7,4). 

Ðèñ. 2. Ðàçâèòèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè 
N-ïèðåíìàëåèìèäà â ïðèñóòñòâèè ìåìáðàí â ñðåäå, 

ñîäåðæàùåé 0,15 ìîëü/ë NaCl, 10 ììîëü/ë òðèñ 
(ðÍ 7,4). Ìåìáðàíû ïîëó÷åíû èç êîíòðîëüíûõ (1) è 

îáðàáîòàííûõ ÄÈÄÑ (2) ýðèòðîöèòîâ. 

Ñòèìóëÿöèÿ ðåàêöèè N-ïèðåíìàëåèìèäà ñ ìåì-
áðàíàìè ïðè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè NaCl (ðèñ. 1) 
óêàçûâàåò íà òî, ÷òî, â äàííîì ñëó÷àå, èìååò ìåñòî 
èçìåíåíèå êîíôîðìàöèè áåëêà ïîëîñû 3 èëè ðàñ-
ïàä åãî òåòðàìåðîâ íà äèìåðû ñ ñîîòâåòñòâóþùèì 
ðîñòîì ðåàêòèâíîñòè «ñêðûòûõ» SH-ãðóïï. Â ñâÿçè ñ 
ýòèì ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êðèîïðîòåêòîðû îñ-
ëàáëÿþò ãèïåðòîíè÷åñêîå äåéñòâèå è ñïîñîáñòâóþò 
ïîääåðæàíèþ íàòèâíîé êîíôîðìàöèè áåëêà ïîëîñû 
3 è åãî òåòðàìåðíûõ ôîðì. 

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî â 
çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé ñðåäû N-ïèðåíìàëåèìèä 
ìîæåò âçàèìîäåéñòâîâàòü íå òîëüêî ñ ïîâåðõ-
íîñòíûìè ìåìáðàííûìè SH-ãðóïïàìè, íî è ñî 
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«ñêðûòûìè», ëîêàëèçîâàííûìè âíóòðè ìåìáðàíû. 
Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ áûëè ïðîâåäå-
íû ñîîòâåòñòâóþùèå ýêñïåðèìåíòû. 

Ìåìáðàíû, âûäåëåííûå èç ýðèòðîöèòîâ, îá-
ðàáîòàííûõ ðàçëè÷íûìè ìîäèôèêàòîðàìè è 
N-ïèðåíìàëåèìèäîì, ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñòåïåíè ôëó-
îðåñöåíöèè â íèõ ïèðåíîâîãî õðîìîôîðà äàííîé 
ìåòêè (ðèñ. 3). 

óêàçûâàþò íà òî, ÷òî îáðàáîòêà ýðèòðîöèòîâ ÍÝÌ 
èëè ÈÀÀ+ÏÕÌÁ ñïîñîáñòâóåò ïîñëåäóþùåìó âêëþ-
÷åíèþ ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè N-ïèðåí-ìàëåèìèä â 
ãèäðîôîáíûå îáëàñòè ìåìáðàíû. Ýòî ïðåäïîëîæå-
íèå ïîäòâåðæäàåòñÿ ñëåäóþùèìè ýêñïåðèìåíòàìè. 

Íà ðèñ.4 ,à ïîêàçàíî «òóøåíèå» àêðèëàìèäîì 
ôëóîðåñöåíöèè ïèðåíîâîãî õðîìîôîðà â ñîñòàâå 
öèñòåèëà è ìåìáðàí, ïîëó÷åííûõ èç ýðèòðîöè-
òîâ ðàçëè÷íîé ìîäèôèêàöèè. N-ïèðåíìàëåèìèä-
öèñòåèë âûÿâëÿåò íàèáîëüøóþ äîñòóïíîñòü õðî-
ìîôîðà ê «òóøåíèþ» àêðèëàìèäîì. Ìåíüøàÿ 
äîñòóïíîñòü õðîìîôîðà îòìå÷àåòñÿ â ìåìáðàíàõ èç 
ýðèòðîöèòîâ, îáðàáîòàííûõ òîëüêî ôëóîðåñöåíò-
íîé ìåòêîé N-ïèðåíìàëåèìèäîì. 

Ðèñ. 3. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ïèðåíîâîãî 
õðîìîôîðà â ñîñòàâå ìåìáðàí (80-100 ìêã áåëêà/

ìë), ïîëó÷åííûõ èç ýðèòðîöèòîâ, îáðàáîòàííûõ: 1 – 
N-ïèðåíìàëåèìèäîì, 2 – ÍÝÌ+N-ïèðåíìàëåèìèä, 

3 – ÈÀÀ+ÏÕÌÁ+N-ïèðåíìàëåèìèä. 

Ïðè îáðàáîòêå ýðèòðîöèòîâ îäíèì 
N-ïèðåíìàëåèìèäîì, ñîîòâåòñòâóþùèå ìåìáðà-
íû îáëàäàëè îòíîñèòåëüíî íåáîëüøèì óðîâíåì 
ôëóîðåñöåíöèè. Íàïðîòèâ, ìåìáðàíû èç ýðè-
òðîöèòîâ, êîòîðûå áûëè ïðåäâàðèòåëüíî îáðà-
áîòàíû ÍÝÌ èëè ÈÀÀ+ÏÕÌÁ ïåðåä îáðàáîòêîé 
N-ïèðåíìàëåèìèäîì, ïîêàçûâàþò âûñîêèé óðîâåíü 
ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 3).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, âåðîÿòíî, ñâÿçàíû ñ 
òåì, ÷òî ðàçëè÷èÿ â èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè 
îïðåäåëÿþòñÿ íå êîëè÷åñòâîì SH-ãðóïï, êîòîðûå 
ïðîðåàãèðîâàëè ñ N-ïèðåíìàëåèìèäîì, à èõ ëîêà-
ëèçàöèåé â ãèäðîôîáíîì îêðóæåíèè âíóòðè ìåì-
áðàíû. Â ëèòåðàòóðå èìåþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî âçà-
èìîäåéñòâèå N-ïèðåíìàëåèìèäà ñ SH-ãðóïïàìè, 
ëîêàëèçîâàííûìè â ãèäðîôîáíûõ îáëàñòÿõ ìåì-
áðàíû, ïî ñðàâíåíèþ ñ SH-ãðóïïàìè, ýêñïîíèðî-
âàííûìè â âîäíóþ ñðåäó, ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó 
ðîñòó èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ïèðåíîâîãî 
õðîìîôîðà óêàçàííîé ìåòêè [16]. Ýòî ñâÿçàíî ñ 
òåì, ÷òî êâàíòîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè çîíäîâ 
îïðåäåëÿåòñÿ ïîëÿðíîñòüþ ñðåäû èõ îêðóæåíèÿ è 
âîçðàñòàåò ïðè âêëþ÷åíèè çîíäîâ â ãèäðîôîáíóþ 
îáëàñòü ìåìáðàí [2]. 

Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå áëîêèðîâàíèÿ ÍÝÌ îñ-
íîâíîé ìàññû SH-ãðóïï, ìîëåêóëû ÏÕÌÁ ïðèîáðå-
òàþò ñïîñîáíîñòü ïðîíèêàòü â ãèäðîôîáíûå îáëà-
ñòè ìåìáðàíû è âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ SH-ãðóïïàìè, 
ëîêàëèçîâàííûìè íà ãèäðîôîáíîì ñåãìåíòå áåëêà 
ïîëîñû 3 [5]. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû (ðèñ. 3) 

Ðèñ. 4. «Òóøåíèå» àêðèëàìèäîì ôëóîðåñöåíöèè 
N-ïèðåíìàëåèìèäíîé ìåòêè â ñîñòàâå ðàçëè÷íûõ 

ïðåïàðàòîâ â êîîðäèíàòàõ Øòåðíà-Ôîëüìåðà 

(à) è ðîñò èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè 
N-ïèðåíìàëåèìèäíîé ìåòêè ïðè òèòðîâàíèè 

òðèòîíîì-X-100 

(á). Ïðåïàðàòû ìåìáðàí ïîëó÷åíû èç ýðèòðîöèòîâ, 
îáðàáîòàííûõ: 2 – N-ïèðåíìàëåèìèäîì, 3 – 
ÍÝÌ + N-ïèðåíìàëåèìèä, 4 –ÈÀÀ + ÏÕÌÁ + 

N-ïèðåíìàëåèìèä. 1 – N-ïèðåíìàëåèìèä-öèñòåèë. 
Fo,F – èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ïðåïàðà-

òîâ â îòñóòñòâèè è ïðèñóòñòâèè àêðèëàìèäà (èëè 
òðèòîíà-X-100), ñîîòâåòñòâåííî. 
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Â ìåìáðàíàõ, ïîëó÷åííûõ èç ýðèòðîöèòîâ 
ñ ïðåäâàðèòåëüíîé ìîäèôèêàöèåé ÍÝÌ èëè 
ÈÀÀ+ÏÕÌÁ, «òóøåíèå» õðîìîôîðà ïðàêòè÷åñêè íå 
âûÿâëÿåòñÿ (ðèñ. 4,à). Ïîñëåäíèå ðåçóëüòàòû óêà-
çûâàþò íà âíóòðèìåìáðàííóþ ëîêàëèçàöèþ ìåòêè 
N-ïèðåíìàëåèìèä, íåäîñòóïíóþ ê «òóøåíèþ» âî-
äîðàñòâîðèìûìè ìîëåêóëàìè àêðèëàìèäà. Òèòðî-
âàíèå òðèòîíîì-Õ-100 òåõ æå ñàìûõ ïðåïàðàòîâ 
ìåìáðàí ïîêàçûâàåò ðàçëè÷íóþ äîñòóïíîñòü õðî-
ìîôîðà äëÿ âñòðàèâàíèÿ â äåòåðãåíòíûå ìèöåëëû 
(ðèñ. 4,á). N-ïèðåí-ìàëåèìèä-öèñòåèë è ìåìáðà-
íû, ìå÷åííûå N-ïèðåíìàëåèìèäîì, âûÿâëÿþò çíà-
÷èòåëüíûé ðîñò ôëóîðåñöåíöèè è, ñîîòâåòñòâåííî, 
âûñîêóþ äîñòóïíîñòü ïèðåíîâîãî õðîìîôîðà ìåòêè 
äëÿ âñòðàèâàíèÿ â ãèäðîôîáíîå ÿäðî äåòåðãåíòíûõ 
ìèöåëë. Ïðè ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêå ýðèòðî-
öèòîâ ÍÝÌ èëè ÍÀÀ+ÏÕÌÁ ïèðåíîâûé õðîìîôîð 
ïðàêòè÷åñêè íåäîñòóïåí ê âêëþ÷åíèþ â ìèöåëëû 
òðèòîíà-Õ-100 è ïîýòîìó íå èçìåíÿåòñÿ óðîâåíü 
ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 4,á). Ýòè ðåçóëüòàòû òàêæå 
ïîäòâåðæäàþò âíóòðèìåìáðàííóþ ëîêàëèçàöèþ 
ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè N-ïèðåíìàëåèìèäà è SH-
ãðóïï, ñ êîòîðûìè îíà ïðîðåàãèðîâàëà. 

Áëîêèðîâàíèå SH-ãðóïïû, ëîêàëèçîâàííîé íà 
ãèäðîôîáíîì ôðàãìåíòå áåëêà ïîëîñû 3 ÏÕÌÁ 
ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ âçàèìîäåéñòâèÿ ìåìáðàíû 
ñ öèòîñêåëåòîì [4, 6, 10]. Ïîýòîìó âîçíèêàåò âî-
ïðîñ, ñâÿçûâàåòñÿ ëè N-ïèðåí-ìàëåèìèä ñ äàííîé 
SH-ãðóïïîé. Ñ ýòîé öåëüþ èññëåäîâàëè ãåìîëèç 
ýðèòðîöèòîâ ïîñëå îáðàáîòêè ÍÝÌ ïîä âîçäåé-
ñòâèåì ÏÕÌÁ è N-ïèðåí-ìàëåèìèäà. 

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, 
÷òî äåéñòâèå ÏÕÌÁ âûçûâàåò ïðàêòè÷åñêè ïîëíûé 
ãåìîëèç ÍÝÌ-ìîäèôèöèðîâàííûõ ýðèòðîöèòîâ, 
òîãäà êàê äåéñòâèå N-ïèðåíìàëåèìèäà ïðèâîäèò 
ê ñóùåñòâåííî ìåíüøåìó ãåìîëèçó (ðèñ. 5). Ïðè 
îáðàáîòêå ÍÝÌ-ìîäèôèöèðîâàííûõ ýðèòðîöèòîâ 
N-ïèðåíìàëåèìèäîì ãåìîëèòè÷åñêîå äåéñòâèå 
ÏÕÌÁ çíà÷èòåëüíî îñëàáëÿåòñÿ (ðèñ. 5). 

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî 
N-ïèðåíìàëåèìèä ïîñëå îáðàáîòêè ýðèòðîöèòîâ 
ÍÝÌ âçàèìîäåéñòâóåò ñ SH-ãðóïïîé íà ãèäðîôîá-
íîì ôðàãìåíòå áåëêà ïîëîñû 3, ïðè ñâÿçûâàíèè ñ 
êîòîðîé ÏÕÌÁ âûçûâàåò íàðóøåíèå ñâÿçåé öèòî-
ñêåëåòà ñ ìåìáðàíîé. 

Äàííûå î ðåàêòèâíîñòè SH-ãðóïï, àññîöèèðî-
âàííûõ ñ áåëêîì ïîëîñû 3, ïðåäñòàâëåíû â íåñêîëü-
êèõ ðàáîòàõ [5, 10, 14]. Óñòàíîâëåíî, ÷òî öèòîïëàç-
ìàòè÷åñêèé ôðàãìåíò áåëêà ïîëîñû 3 ñîäåðæèò 
ïÿòü SH-ãðóïï, êîòîðûå ìîãóò áëîêèðîâàòüñÿ íå 
òîëüêî ÏÕÌÁ, íî è ÍÝM èëè ÈÀÀ [10]. Êðîìå òîãî, 
ñóùåñòâóåò øåñòàÿ SH-ãðóïïà, êîòîðàÿ ëîêàëèçóåò-
ñÿ âî âíóòðèìåìáðàííîì  ãèäðîôîáíîì  ôðàãìåíòå  
áåëêà  ïîëîñû 3. Óêàçàííàÿ SH-ãðóïïà íåäîñòóïíà 
äëÿ ðåàêöèè ñ ÈÀÀ è ÍÝÌ, íî âçàèìîäåéñòâóåò ñ 
ÏÕÌÁ è åãî ïðîèçâîäíûìè [14]. Îáðàáîòêà ýðèòðî-
öèòîâ ÈÀÀ âåäåò ê åãî ðåàêöèè ñ SÍ-ãðóïïàìè öè-
òîïëàçìàòè÷åñêèõ áåëêîâ è ñ SÍ-ãðóïïàìè ìåìáðàí 
(äî 50 %). Â òî æå âðåìÿ, äàííûé ñóëüôãèäðèëüíûé 
ðåàãåíò íå âçàèìîäåéñòâóåò ñ SÍ-ãðóïïàìè, ëî-
êàëèçîâàííûìè â ãèäðîôîáíûõ îáëàñòÿõ [5]. ÍÝÌ 
ðåàãèðóåò ñ 80 % ìåìáðàííûõ SÍ-ãðóïï, íî íå âçà-
èìîäåéñòâóåò ñ SÍ-ãðóïïàìè, ëîêàëèçîâàííûìè â 
ãèäðîôîáíûõ îáëàñòÿõ ìåìáðàíû [5]. ÏÕÌÁ, ÿâëÿ-
ÿñü ïî ñâîåé ïðèðîäå ãèäðîôîáíîé çàðÿæåííîé ìî-
ëåêóëîé, ïðè äåéñòâèè íà ìåìáðàíû ýðèòðîöèòîâ 
âûçûâàåò íàðóøåíèå ñòðóêòóðíûõ âçàèìîäåéñòâèé 
ìåìáðàííûõ áåëêîâ [9]. Ýôôåêòèâíîñòü âêëþ÷åíèÿ 
ìîëåêóë ÏÕÌÁ â ãèäðîôîáíóþ îáëàñòü è âçàèìî-
äåéñòâèå ñ SÍ-ãðóïïîé íà ãèäðîôîáíîé ôðàãìåíòå 
áåëêà ïîëîñû 3 ïîâûøàåòñÿ ïîñëå îáðàáîòêè ìåì-
áðàí ÍÝÌ [10]. Ñâÿçûâàíèå ÏÕÌÁ ñ óêàçàííîé SÍ-
ãðóïïîé ïðèâîäèò ê íàðóøåíèþ ñâÿçè öèòîñêåëåòà 
ñ ìåìáðàíîé [4, 6, 9]. Ïîêàçàíî, ÷òî ÏÕÌÁ ñîëþáè-
ëèçèðóåò èç ìåìáðàí ýðèòðîöèòîâ àíêèðèí, áåëêè 
ïîëîñ 4.1 è 4.2, è ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàò äåãè-
äðîãåíàçó, êîòîðûå íåïîñðåäñòâåííî àññîöèèðîâà-
íû ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêèì ôðàãìåíòîì áåëêà ïîëî-
ñû 3 [4]. Ïîñëå âçàèìîäåéñòâèÿ ÏÕÌÁ ñ SH-ãðóïïîé 
íà ãèäðîôîáíîì ôðàãìåíòå áåëêà ïîëîñû 3 åãî 
èíòåãðàëüíûé äîìåí èçìåíÿåò ñâîþ êîíôîðìàöèþ, 
÷òî îòðàæàåòñÿ íà âçàèìîäåéñòâèè öèòîïëàçìàòè-
÷åñêîãî äîìåíà ñ áåëêàìè öèòîñêåëåòà, êîòîðûå 
äèññîöèèðóþò, à ìåìáðàíà âåçèêóëèðóåò [4, 6]. 

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâî-
ëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îáðàáîòêà ýðèòðîöèòîâ 
ÍÝÌ èëè ÈÀÀ+ÏÕÌÁ ñïîñîáñòâóåò âçàèìîäåéñòâèþ 
N-ïèðåíìàëåèìèäà ñ SH-ãðóïïàìè, ëîêàëèçîâàí-
íûìè âíóòðè ìåìáðàíû íà ãèäðîôîáíîì ôðàãìåí-
òå áåëêà ïîëîñû 3. Ñòèìóëÿöèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ 
N-ïèðåíìàëåèìèäà ñ ìåìáðàíàìè ïðè âûñîêîé 
êîíöåíòðàöèè NaCl, èëè ñ ìåìáðàíàìè, ïîëó÷åííû-
ìè èç ýðèòðîöèòîâ, îáðàáîòàííûõ ÄÈÄÑ, îïðåäå-
ëÿåòñÿ ðîñòîì ðåàêòèâíîñòè SH-ãðóïï, ëîêàëèçî-
âàííûõ íà ãèäðîôîáíîì ôðàãìåíòå áåëêà ïîëîñû 3. 
Âêëþ÷åíèå â ñðåäó ñ âûñîêîé êîíöåíòðàöèåé NaCl 
ñàõàðîçû è ïîëèìåðíûõ êðèîïðîòåêòîðîâ (äåêñòðàí 
èëè ÏÝÃ-1500) îñëàáëÿåò óêàçàííóþ ñòèìóëÿöèþ 
ðåàêöèè, âåðîÿòíî, çà ñ÷åò ñòàáèëèçàöèè êîíôîð-
ìàöèè áåëêà ïîëîñû 3. 

Ðèñ. 5. Ðàçâèòèå ãåìîëèçà ýðèòðîöèòîâ ïðè èí-
êóáàöèè ñ ÏÕÌÁ (1,3) (êîíö. 1 ììîëü/ë) èëè ñ 

N-ïèðåíìàëåèìèäîì (2) (êîíö. 100 ìêìîëü/ë), ïîñëå 
ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè: 1,2 – ÍÝÌ (êîíö. 10 

ììîëü/ë); 3 – ÍÝÌ + N-ïè-ðåíìàëåèìèä. 
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Âûâîäû.
1. Âçàèìîäåéñòâèå N-ïèðåíìàëåèìèäà ñ ìåì-

áðàíàìè ýðèòðîöèòîâ çíà÷èòåëüíî ñòèìóëèðóåòñÿ 
âûñîêîé êîíöåíòðàöèåé NaCl (3 ìîëü/ë) è ìîäè-
ôèêàöèåé ñòðóêòóðíîãî ñîñòîÿíèÿ áåëêà ïîëîñû 3 
ñ ÄÈÄÑ. Ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò âûñîêîé êîíöåí-
òðàöèè ñîëè îñëàáëÿåòñÿ ïðè âêëþ÷åíèè â ñðåäó ñà-
õàðîçû è ïîëèìåðíûõ êðèîïðîòåêòîðîâ (ÏÝÃ-1500 è 
äåêñòðàíà). 

2. Îáðàáîòêà ýðèòðîöèòîâ ÍÝÌ èëè ÈÀÀ+ÏÕÌÁ, 
ñ ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêîé N-ïèðåíìàëåèìèäîì, 
ïî ñðàâíåíèþ ñ ýðèòðîöèòàìè, îáðàáîòàííûìè 
òîëüêî N-ïèðåíìàëåèìèäîì, ïðèâîäèò ê: à) çíà-
÷èòåëüíîìó ðîñòó èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè 

ìåòêè N-ïèðåíìàëåèìèä â ñîñòàâå ìåìáðàí; á) 
óñòðàíåíèþ ñïîñîáíîñòè àêðèëàìèäà «òóøèòü» 
ôëóîðåñöåíöèþ ïèðåíîâîãî õðîìîôîðà ìåòêè â 
ñîñòàâå ìåìáðàí; â) óñòðàíåíèþ âêëþ÷åíèÿ ïèðå-
íîâîãî õðîìîôîðà ìåòêè â ìèöåëëû òðèòîí-X-100. 

3. Èíêóáàöèÿ ýðèòðîöèòîâ ñ ÏÕÌÁ ïîñëå ïðåä-
âàðèòåëüíîé îáðàáîòêè ÍÝÌ ïðèâîäèò ê ïîëíîìó 
ãåìîëèçó êëåòîê. Îáðàáîòêà ýðèòðîöèòîâ N-ïèðåí-
ìàëåèìèäîì ïîñëå ÍÝÌ ïðèâîäèò ê èíãèáèðîâàíèþ 
ãåìîëèçèðóþùåãî äåéñòâèÿ ÏÕÌÁ. 

Ïåðñïåêòèâû äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé. Â 
ñëåäóþùåé ðàáîòå ïëàíèðóåòñÿ èññëåäîâàòü âëèÿ-
íèÿ äåêñòðàíà è ÏÝÃ-1500 íà àãðåãàòíîå ñîñòîÿíèå 
áåëêà ïîëîñû 3 â ìåìáðàíàõ ýðèòðîöèòîâ. 
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Ðåçþìå. Èññëåäîâàëè âëèÿíèå ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ (ÏÝÃ-1500) è äåêñòðàíà íà ðåàêöèîííóþ àêòèâíîñòü 

ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè N-ïèðåíìàëåè-ìèäà ñ ìåìáðàíàìè ýðèòðîöèòîâ. Â ñðåäå ñ âûñîêîé êîíöåíòðàöèåé 
NaCl (3 ìîëü/ë) âûÿâëÿåòñÿ èíòåíñèôèêàöèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ N-ïèðåíìàëåèìèäà ñ ìåìáðàíàìè, 
êîòîðàÿ îñëàáëÿåòñÿ ïðè âêëþ÷åíèè â ñðåäó ÏÝÃ-1500 è äåêñòðàíà. Êðîìå òîãî, îáðàáîòêà ýðèòðîöèòîâ 
ìîäèôèêàòîðîì áåëêà ïîëîñû 3 ÄÈÄÑ, òàêæå ïðèâîäèò ê ñòèìóëÿöèè âçàèìîäåéñòâèÿ N-ïèðåíìàëåèìèäà 
ñ ìåìáðàíàìè, ïîëó÷åííûìè èç ìîäèôèöèðîâàííûõ ýðèòðîöèòîâ. Ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, 
÷òî âûñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ ýëåêòðîëèòà «ðàçðûõëÿåò» ìåìáðàíû è óñèëèâàåò ðåàêòèâíîñòü SH-ãðóïï, 
ëîêàëèçîâàííûõ â ãèäðîôîáíûõ îáëàñòÿõ âíóòðè ìåìáðàíû, òîãäà êàê êðèîïðîòåêòîðû ñïîñîáñòâóþò 
ñîõðàíåíèþ ìåìáðàí â èõ èçíà÷àëüíîì ñòðóêòóðíîì ñîñòîÿíèè. 
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ôëóîðåñöåíòíî¿ ì³òêè N-ï³ðåí-ìàëå¿ì³äó ³ç ìåìáðàíàìè åðèòðîöèò³â. Ó ñåðåäîâèù³ ç âåëèêîþ êîíöåíòðàö³ºþ 
NaCl (3 ìîëü/ë) âèçíà÷àºòüñÿ ³íòåíñèô³êàö³ÿ âçàºìîä³¿ N-ï³-ðåíìàëå¿ì³äó ³ç ìåìáðàíàìè, ÿêà ïîñëàáëþºòüñÿ 
ïðè âêëþ÷åíí³ ó ñåðåäîâèùå ÏÅÃ-1500 àáî äåêñòðàíà. Êð³ì òîãî, îáðîáêà åðèòðîöèò³â ìîä³ô³êàòîðîì á³ëêà 
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«ðàçïóøóº» ìåìáðàíè òà ïîñ³ëþº ðåàêòèâí³ñòü SH-ãðóï, ÿê³ ëîêàë³çîâàí³ ó ã³äðîôîáíèõ îáëàñòÿõ âñåðåäåí³ 
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UDC 547.422:577.336
Reactive Activity of Sulfhydryl Groups of Erythrocyte Membranes Under Effect of Polymeric Cryopro-

tectants
Ramazanov V.V., Volovelskaya Ye.L., Koptelov V.A., Bondarenko V.A.
Summary. Effect of polyethyleneglycol (PEG-1500) and dextran on reactive activity of fluorescent label N-pyr-

ene maleimide with erythrocyte membranes were investigated. In the medium with high concentration of NaCl (3 
M/l) there occur intensification of interaction of N-pyrene maleimide with membranes which is weakened during 
introduction in the medium PEG-1500 and dextran. Moreover treating of erythrocytes by band 3 protein modifier, 
DIDS also leads to the stimulation of interaction of N-pyrene maleimide with membranes obtained from modified 
erythrocytes. The results allow to suppose that a high concentration of electrolyte “looses” the membranes and 
strengthens the reactivity of SH-groups located in hydrophobic regions in the membrane while the cryoprotectants 
induce the membrane integrity in their initial structural state.

Key words: membranes, sulfhydryl groups, cryoprotectants.
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