
~ 23 ~ БІОЛОГІЯ. 45-46/2005 

 

 

в процесі виділення й після розморожування за трива-
лого зберігання препаратів. Результати визначення 

активності препаратів скоротливих білків після розмо-
рожування наведено в табл. 1. 

 
Таблиця  1 .  АТФазна активність актоміозину та міозину серцевого м'яза бика (мкмоль Фн / год⋅⋅⋅⋅на 1 мг білка) 

залежно від умов зберігання препаратів (M±±±±m, n=7) 

Умови 0,6 моль/л KCl 0,6 моль/л KCl, 
гліцерол BW1 BW1, 

гліцерол 
Контрольні 
показники 

5 ммоль/л MgCl2 1,98 ± 0,05∗   3,42 ± 0,12∗   4,24 ± 0,15∗   5,56 ± 0,19   5,71 ± 0,17 
100 мкмоль/л СаCl2 
5 ммоль/л MgCl2 

2,28 ± 0,06∗   4,26 ± 0,14∗   4,56 ± 0,14∗   5,16 ± 0,19   5,28 ± 0,18 
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5 ммоль/л MgCl2 
1 ммоль/л ЕГТА 1,14 ± 0,04∗   1,59 ± 0,03∗   1,86 ± 0,04∗    1,93 ± 0,07∗   2,46 ± 0,09 

5 ммоль/л СаCl2 
50 ммоль/л КСl 8,28 ± 0,36∗ 31,86 ± 1,17∗ 41,82 ± 1,64∗ 49,61 ± 2,03 49,92 ± 1,89 

2,5 ммоль/л MgCl2 
50 ммоль/л КСl 0,84 ± 0,02∗   1,14 ± 0,02∗   1,08 ± 0,02∗   2,28 ± 0,04   2,41 ± 0,09 

1 ммоль/л ЕДТА 
50 ммоль/л КСl 2,15 ± 0,05∗   1,24 ± 0,02∗  3,08 ± 0,09   3,09 ± 0,07   3,05 ± 0,08 

5 ммоль/л СаCl2 
0,5 моль/л КСl 6,78 ± 0,23∗ 31,38 ±1,21∗ 41,11 ± 1,52∗ 49,08 ± 1,49 49,52 ± 2,23 

2,5 ммоль/л MgCl2 
0,5 моль/л КСl 2,28 ± 0,08∗   1,26 ± 0,03∗   2,44 ± 0,09∗   4,02 ± 0,14   4,14 ± 0,16 
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1 ммоль/л ЕДТА 

0,5 моль/л КСl 2,88 ± 0,09∗ 10,08 ± 0,40∗ 12,06 ± 0,51∗    7,56 ± 0,34∗ 15,18 ± 0,53 

Примітка. ∗ – відмінність від контрольних показників достовірна при р≤0,05;. 1 – склад див. вище. 
 
Показано, що при зберіганні впродовж 3–4 місяців 

препаратів скоротливих білків АТФазна активність міо-
зину й актоміозину після розморожування була майже в 
2 рази меншою при високій концентрації солі, від конт-
рольних показників нижче в середньому на 15–20 % у 
присутності гліцеролу та 0,6 моль/л KCl, на 10–15 % 
менше при зберіганні в середовищі BW і майже не змі-
нювалась при додаванні гліцеролу до цього середови-
ща зберігання препаратів скоротливих білків. Препара-
ти актоміозину не втрачають чутливості до Са2+, що має 
суттєве значення для дослідження особливостей їхньої 
регуляції. Подібна зміна АТФазної активності спостері-
галась і для міозину: у присутності KCl після розморо-
жування активність значно, на 70–80 %, зменшувалась, 
при додаванні гліцеролу – на 40 %. 

Отже, додавання гліцеролу до середовища, в якому 
заморожувались препарати скоротливих білків, сприяло 

збереженню контрольного рівня їхньої АТФазної актив-
ності. За таких умов можливо формується комплекс з 
активними центрами АТФаз, що викликає тимчасову 
оборотну блокаду їхньої активності, крім того, гліцерол 
стабілізує структуру ферментів, захищаючи їх від по-
шкоджувальної дії солей у високих концентраціях у се-
редовищі заморожування. 

Висновки. Можна вважати, що кріозахист препара-
тів скоротливих білків за допомогою гліцеролу є ефек-
тивним. 
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РОЛЬ ВІЛЬНОРАДИКАЛЬНИХ ПРОЦЕСІВ У РЕГУЛЯЦІЇ ЕРИТРОПОЕЗУ 

 
Показано, що ініціювання продукції супероксидних радикалів у моделі експериментальної (фенілгідразинової) анемії ви-

кликало заміщення пошкоджених еритроцитів новою популяцією клітин. Застосування α-токоферолу пригнічувало нако-
пичення молодих еритроцитів. Обговорюється можлива роль процесів пероксидації у регуляції еритропоезу. 

Phenomenon of damaged erythrocytes substitution by new cell population under the phenylhydrazine-induc ed anemia was found 
out. α-tocopherol application had suppressed this effect.  A possible role of erythropoesis redox regulation has been disscussed. 

 
Вступ. Як відомо, розвиток певних киснедефіцитних 

станів, таких як гіпоксія та набуті анемії (зокрема, залі-
зодефіцитні чи ятрогенні) призводить до накопичення  
у крові продуктів одноелектронного відновлення O2 – 
активних форм кисню (АФК), що зумовлює часткову 
дестабілізацію еритроцитарних мембран з наступним 
прискореним лізісом клітин. Відомо також, що перебіг 
залізодефіцитних анемій не завжди супроводжується 
зниженням загальної кількості еритроцитів, оскільки 
ініціюються механізми еритропоезу й відбувається за-
міщення зруйнованих еритроцитів новими популяціями 
клітин. Головна роль у ініціюванні еритропоезу нале-
жить гормону еритропоетіну (ЕРП), який контролює та 

регулює еритроїдну диференціацію колоніє-утворю-
вальних одиниць (КУО) та еритробластів [1]. Але до 
цього часу залишається відкритим питання щодо адапти-
вних механізмів, пов'язаних із синтезом еритропоетину. 
Доведено, що регуляторні послідовності ЕРП-гену пе-
ребувають під контролем певних факторів транскрипції 
[2]. За сучасними даними відомо також, що вторинними 
месенджерами регуляції активності факторів транскри-
пції можуть виступати такі АФК, як супероксидний аніон-
радикал (О–

2
¯) і пероксид водню (Н2О2) [3].  

Вважають, що ЕРП-продукуючі клітини печінки й ни-
рок мають О2-сенсори [4], які забезпечують чутливість 
клітин до дефіциту кисню. Проте існують певні дискусії 
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щодо природи сенсорів: на думку одних авторів – це 
відповідні мембранні NADPH-оксидази [4], тоді як інші 
наполягають на мітохондріальній локалізації киснечут-
ливих комплексів (наприклад, сенсорами можуть бути 
певні ділянки дихального ланцюга) [5]. Концептуально 
ці дискусії спрямовані на визначення ролі АФК у регу-
ляції еритропоезу. Якщо сенсорами є NADPH-оксидази, 
тоді функція супероксиду та Н2О2, які вони продукують, 
полягає у гальмуванні синтезу ЕРП [4]. Киснедефіцитні 
стани є причиною субстратного інгібування NADPH-
оксидаз, унаслідок якого знімається гальмування ерит-
ропоезу. З іншого боку, доведено, що дефіцит кінцевого 
акцептора електронів у дихальному ланцюзі й пов'яза-
не з цим продукування АФК стимулюють зв'язування 
фактора HIF-1 (hypoxia inducible factor) з ДНК та екс-
пресію mРНК еритропоетіну [5]. 

Продукція АФК в умовах патогенезу гіпоксичних  
і анемічних станів також може розглядатись як фактор 
індукції ЕРП-залежного еритропоезу. Аргументом на 
користь такої думки може бути виявлення залежності 
між інтенсивністю утворення ТБК-активних продуктів  
і виникненням молодих популяцій еритроцитів. Для пе-
ревірки цього припущення нами була використана екс-
периментальна модель фенілгідразинової анемії із за-
стосуванням альфа-токоферолу як інгібітора вільнора-
дикальних процесів. 

Об'єкти й методи досліджень. У дослідах викори-
стовували білих беспорідних щурів масою 150–180 г, 
яким уводили солянокислий фенілгідразин (ФГ) на фізі-
ологічному розчині в дозі 70 мг/кг маси або фенілгідра-
зин + 30 % альфа-токоферол (ФГ+ТФ) у дозі 0,8 мл/кг 
маси. Препарати вводили внутришньочеревними ін'єк-
ціями кожної другої доби протягом двох тижнів. 

Популяції еритроцитів виявляли, аналізуючи кислотні 
еритрограми [6]. Інтенсивність ПОЛ визначали за нако-
пиченням продуктів переокиснення, що тестуються в 
реакції з тіобарбітуровою кислотою, так званих ТБК-
активних продуктів [7]. Активність супероксидисмутази 
(СОД) і каталази (КАТ) оцінювали за [8], глутатіонперо-
ксидази (ГПО) і глутатіонредуктази (ГР) – за [9]. Визна-

чення ПОЛ і активності ферментів проводили в 1 мл 
відмитої суспензії еритроцитів. 

Результати та їх обговорення. Особливістю фені-
лгідразинової анемії є гемоліз сформованих еритроци-
тів з одночасним окисненням гему в структурі гемогло-
біну та перетворенням його на метгемоглобін. Cаме під 
час окиснення HbFe2+→HbFe3+ відбувається додаткова 
генерація супероксидних радикалів – ініціаторів вільно-
радикальних процесів на плазматичних мембранах і в 
цитозолі еритроцитів (які, як відомо, у зрілому стані 
втрачають ядро й органели). Наслідком руйнації гемо-
глобіну є накопичення тілець Гейнца – головного симп-
тому старіння еритроцита. Передчасному старінню 
сприяють також процеси ПОЛ на мембрані, окиснення 
тіольних груп білків, які відповідають за транспорт іонів, 
зміни загального заряду на зовнішній і внутрішній пове-
рхнях плазмалеми та інші деструктивні процеси. Дезор-
ганізація структури плазматичної мембрани внаслідок 
прямої взаємодії ФГ із карбонільними группами може 
бути додатковим фактором розвитку ПОЛ. Як наслідок, 
відбувається лізіс еритроцитів у кров'яному руслі або в 
селезінці. Генералізоване старіння еритроцитів крові під-
дослідних щурів в умовах штучної анемії можна спостері-
гати на рис. 1, що ілюструється значним зсувом профілю 
еритрограми вліво відносно профілю контрольної кривої 
та збільшенням амплітуди максимуму гемолізу. 

Проте, водночас з прискореною елімінацією існую-
чих еритроцитів з'являється популяція молодих клітин, 
лізис яких починається лише з 10 хв (рис. 1). Частка цих 
еритроцитів становить близько 20 % від загальної кіль-
кості. Подібні дані в умовах ФГ анемії було отримано  
в роботі [10]. Застосування альфа-токоферолу дещо 
збільшує час існування еритроцитів в умовах токсично-
го впливу, але не повертає загальну картину до норми. 
Надзвичайно важливим, на наш погляд, є факт відсут-
ності другого піку на еритрограмі, яка відображує вплив 
токоферолу. Це означає зупинку (чи затримку) еритро-
поезу, ініційованого фенілгідразином при одночасному 
застосуванні альфа-токоферолу.  
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 Рис. 1. Кислотний гемоліз еритроцитів крові щурів в умовах експериментальної  
(фенілгідразинової) анемії та її корекції токоферолом 

 
Намагаючись з'ясувати причини виявлених особли-

востей дії двох препаратів, які складають пару проок-
сидант–антиоксидант, було проаналізовано рівень на-
копичення ТБК-активних продуктів і стан ферментатив-
ної системи антиоксидантного захисту в еритроцитах 
щурів, залучених до експерименту.  

Оцінка складових пероксидації ліпідів (рис. 2) пока-
зала, що фенілгідразинова інтоксикація достовірно 
(р<0,95) підсилює лише неферментативну складову 
ПОЛ. Це свідчить про переважну прооксидантну роль 
реакції переходу гемоглобіну в метгемоглобін і незнач-
ний внесок дезорганізуючого впливу ФГ, який мав би 
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вивільнити із структури мембрани додаткові центри 
самоокиснення ліпідів. 
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Рис. 2. Вміст ТБК-активних продуктів в еритроцитах  

щурів після двотижневої періодичної обробки  
фенілгідразином (ФГ) або фенілгідразином  

і альфа-токоферолом (ФГ+ТФ). 
 
Застосування альфа-токоферолу призвело до знач-

ного інгібування як ферментативної (на 37 % відносно 
контролю та на 30 % – порівняно з фенілгідразином), 
так і неферментативної складових (на 33 і 43 % відпо-
відно). Рівень самоіндукованого окиснення при цьому 
не змінився. Таким чином, можна стверджувати, що під 
дією токоферолу не лише нівелюється прооксидантний 
вплив ФГ, але й значно пригнічується загальний рівень 
ПОЛ еритроцитів у порівнянні з нормою. 

Ураховуючи, що альфа-токоферол є поліфункціона-
льним антиоксидантом (може бути прямим інгібітором 
АФК або ефективним перехоплювачем органічних ра-
дикалів, або може потенціювати роботу інших компонен-
тів АО захисту), нами було досліджено реакцію фермен-
тів АО захисту на присутність альфа-токоферолу  
в умовах фенілгідразинової анемії. Як свідчить діаграма 
(рис. 3), ФГ викликає значну активацію каталази, глута-
тіонпероксидази й глутатіонредуктази (на 33,5, 21 і 30 % 
відповідно). Це узгоджується з добре відомим фактом 
індукції синтезу ферментативних АО під дією чинників, 
генеруючих АФК [11]. Але всупереч загальним уявлен-
ням про стабільність роботи СОД – першої ланки АО 
захисту, отримані нами дані свідчать про статистично 
достовірне (р<0,95) зниження активності СОД в умовах 
анемії. Дуже показовим є корелюючий вплив токоферо-
лу, який можна охарактеризувати як повернення АО 
системи до норми шляхом суттєвого зниження активно-
сті КАТ, ГПО и ГР та часткового відновлення активності 
СОД. Аналізуючи зміни ферментативної системи АО 
захисту в умовах прооксидантно (фенілгідразин) – ан-
тиоксидантного (токоферол) втручання, можна впевне-
но вказати на єдине джерело цих змін – гіперпродукцію 
супероксидних радикалів. Існують наступні підстави для 
такого впевненого висновку: 1) надлишок субстрату 
СОД (О2

¯) прискорює накопичення продукту (Н2О2), 
який у високих концентраціях є інгібітором власного 
ферменту; 2) про накопичення Н2О2 свідчить також під-
вищена активність КАТ і ГПО, для яких він є субстра-
том. При цьому активність ГР, яка отримує внаслідок 
роботи ГПР окиснений глутатіон, також підвищується; 
3) виявлена здатність токоферолу водночас нормалізу-
вати роботу всієї системи АО захисту може забезпечу-

ватись саме за рахунок знешкодження надлишку супе-
роксидних радикалів – ініціаторів розвитку вільноради-
кальних процесів і наступних стресових змін у системі 
АО захисту. 
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Рис. 3. Активність ферментів АОС захисту в еритроцитах 

щурів в умовах обробки фенілгідразином (ФГ) а 
бо фенілгідразином і альфа-токоферолом (ФГ+ТФ). 
 
Висновки. Отримавши додаткові аргументи на ко-

ристь супероксид-продукуючої ролі фенілгідразину як го-
ловної причини його токсичної дії, можемо запропонувати 
наступний "сценарій" розвитку подій, пов'язаних з ініцію-
ванням стресового еритропоезу. Виходячи в плазму через 
аніонні канали [12], О2

¯ у реакціях дисмутації з участю екс-
трацелулярної СОД переходить у більш стабільний стан, 
утворюючи пероксид водню [13]. Саме Н2О2 як вторинний 
месенджер стресового сигналу може переноситись плаз-
мою крові до ЕРП-продукуючих клітин та індукувати появу 
популяції молодих еритроцитів, що було встановлено  
в нашому експерименті. Непрямим доказом на користь 
цієї гіпотези може бути зафіксована відміна еритропое-
зу в присутності альфа-токоферолу – безпосереднього 
інгібітора АФК. Таким чином, наші дані свідчать на ко-
ристь активуючої ролі АФК у регуляції еритропоезу. 

 
Автори висловлюють подяку зав. каф. біофізики та біо-

хімії Дніпропетровського НУ д-ру біол. наук Н.І. Штеменко 
за організацію експерименту, в якому відтворювалась мо-
дель гемолітичної анемії, та асп. Л.М. Олександровій за 
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