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Èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè Ca

2+
-ÀÒÔàçû ýðèòðîöèòîâ ïîä âëèÿíèåì ÏÝÃ-1500 è íèçêèõ òåìïåðàòóð

Â ïðîöåññå êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ èñïîëüçóþò ðàçëè÷íûå îðãàíè÷åñêèå ñîåäèíåíèÿ, ââåäåíèå êîòî-
ðûõ â êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ âûçûâàåò ìîäèôèêàöèþ ñóáêëåòî÷íûõ ñèñòåì è îáåñïå÷èâàåò âûæèâàíèå
êëåòîê â ïðîöåññå çàìîðàæèâàíèÿ—ðàçìîðàæèâàíèÿ. Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â îïðåäåëå-
íèè ìîäèôèöèðóþùåãî âëèÿíèÿ êðèîïðîòåêòîðà ÏÝÃ-1500 è íèçêèõ òåìïåðàòóð íà àêòèâíîñòü Ñà2+-ÀÒ-
Ôàçû ýðèòðîöèòîâ, ïåðìåàáèëèçîâàííûõ ñàïîíèíîì. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ÏÝÃ-1500 èíãèáèðóåò àêòèâ-
íîñòü Ñà2+-ÀÒÔàçû ýðèòðîöèòîâ, íåñìîòðÿ íà ïðèñóòñòâèå â ñðåäå ýíäîãåííûõ ýôôåêòîðîâ, ñïîñîáíûõ
ñòèìóëèðîâàòü ôóíêöèþ ôåðìåíòà. Ìîäèôèêàöèÿ Ñà2+-ÀÒÔàçû, ïî-âèäèìîìó, îáóñëîâëåíà ôèçèêî-õè-
ìè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè ðàñòâîðà äàííîãî ïîëèìåðà, ïîñêîëüêó óäàëåíèå ÏÝÃ-1500 èç ñðåäû âåäåò ê âîñ-
ñòàíîâëåíèþ åå ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè. Îáðàòèìîñòü èíãèáèðîâàíèÿ Ñà2+-ÀÒÔàçû õàðàêòåðíà
êàê äëÿ ýðèòðîöèòîâ, ýêñïîíèðîâàííûõ ñ êðèîïðîòåêòîðîì áåç çàìîðàæèâàíèÿ, òàê è äëÿ òåõ, êîòîðûå
áûëè çàìîðîæåíû è ðàçìîðîæåíû â ïðèñóòñòâèè ÏÝÃ-1500. Ïðîöåññû çàìîðàæèâàíèÿ—ðàçìîðàæèâà-
íèÿ êëåòîê áåç êðèîïðîòåêòîðà íå âëèÿþò íà Ñà2+-ÀÒÔàçó, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î êðèîñòàáèëüíîñòè
ìåìáðàííîé ôîðìû ôåðìåíòà. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ýôôåêòèâíîñòü êðèîêîíñåðâèðîâàíèÿ ýðèòðîöèòîâ
ïîä çàùèòîé ÏÝÃ-1500 çàâèñèò îò òåìïåðàòóðû èíêóáèðîâàíèÿ íà ýòàïå, ïðåäøåñòâóþùåì çàìîðàæèâà-
íèþ, ôóíêöèîíàëüíûå ïîêàçàòåëè àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû â ýðèòðîöèòàõ â ïðèñóòñòâèè ÏÝÃ-1500 ïðè
37 è 5—7 °Ñ íå èìåëè çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé, åñëè ïîñëåäóþùóþ ðåàêöèþ ãèäðîëèçà ÀÒÔ ïðîâîäèòü ïðè
37 °Ñ. Íî ñíèæåíèå òåìïåðàòóðû ïðîâåäåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè äî 5—7 °Ñ ïîñëå ýêñïîíèðîâà-
íèÿ ýðèòðîöèòîâ ñ ÏÝÃ-1500 â àíàëîãè÷íûõ óñëîâèÿõ äîïîëíèòåëüíî òîðìîçèò àêòèâíîñòü ôåðìåíòà.
Âûÿâëåííûå èçìåíåíèÿ Ñà2+-ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòè ýðèòðîöèòîâ â ïðèñóòñòâèè ÏÝÃ-1500 ïðåäïîëîæè-
òåëüíî îáóñëîâëåíû ìîäèôèöèðóþùèì âëèÿíèåì êðèîïðîòåêòîðà íà ñòðóêòóðó ìåìáðàíû, â ðåçóëüòàòå
÷åãî ýíäîãåííûå ýôôåêòîðû ôåðìåíòà, ïðèñóòñòâóþùèå â ñðåäå, íå ìîãóò ïðåîäîëåòü îãðàíè÷åíèÿ, íà-
ëîæåííûå ìîäèôèöèðîâàííûì ìåìáðàííûì îêðóæåíèåì íà ôóíêöèîíèðîâàíèå ôåðìåíòà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Ñà2+-ÀÒÔàçà, ìåìáðàíà, ýðèòðîöèòû, êðèîïðîòåêòîð, ïîëèýòèëåíãëèêîëü, çà-
ìîðàæèâàíèå.

Õðàíåíèå îáúåêòîâ ðàçëè÷íîãî óðîâíÿ îðãàíèçàöèè
ÿâëÿåòñÿ íåîòúåìëåìûì ýòàïîì ìíîãèõ áèîìåäèöèíñêèõ
òåõíîëîãèé. Áëàãîäàðÿ ïîäàâëåíèþ áèîõèìè÷åñêèõ ðåàê-
öèé ïðè íèçêèõ (–130— –196 °Ñ) òåìïåðàòóðàõ êëåòêè íå
òåðÿþò ñâîèõ ñòðóêòóðíûõ è ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ â
òå÷åíèå äîëãîãî âðåìåíè. Îäíàêî äåéñòâèå íèçêèõ òåìïå-
ðàòóð íà áèîîáúåêòû ñîïðÿæåíî ñ öåëûì êîìïëåêñîì
ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ îáðàçîâàíèå
êðèñòàëëîâ ïðè ïåðåõîäå æèäêîé ôàçû â òâåðäîå ñîñòîÿ-
íèå, ðîñò êîíöåíòðàöèè ñîëåé è ïîâûøåíèå îñìîòè÷åñêî-
ãî äàâëåíèÿ â ïåðåîõëàæäåííîé æèäêîñòè, äåãèäðàòàöèþ
ìàêðîìîëåêóë, à òàêæå ôàçîâûå ïåðåõîäû è ëàòåðàëüíóþ
ñåïàðàöèþ ëèïèäîâ ìåìáðàí (Gao, Critser, 2000). Çàùèòó
êëåòîê îò íåáëàãîïðèÿòíûõ ôàêòîðîâ êðèîêîíñåðâèðîâà-
íèÿ îáåñïå÷èâàþò îðãàíè÷åñêèå ñîåäèíåíèÿ, îáëàäàþ-
ùèå êðèîïðîòåêòîðíûìè ñâîéñòâàìè. Ìîäèôèêàöèÿ îò-
äåëüíûõ êëåòî÷íûõ îðãàíåëë íà ýòàïå ââåäåíèÿ êðèîïðî-
òåêòîðà â êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ ìîæåò âëèÿòü íà
óñòîé÷èâîñòü êëåòîê â õîäå çàìîðàæèâàíèÿ—ðàçìîðàæè-
âàíèÿ. Îñîáàÿ ðîëü â ðåãóëÿöèè ñòàáèëüíîñòè êëåòîê â
ñòðåññîâûõ óñëîâèÿõ ïðèíàäëåæèò èîíàì Ca2+ (Bogdano-

va et al., 2013), ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè êîòîðûõ ÿâëÿåò-
ñÿ òðèããåðîì àïîïòîçà (Lang et al., 2012).

Èçìåíåíèå êîíöåíòðàöèè âíóòðèêëåòî÷íîãî Ca2+

([Ca2+]in) â ýðèòðîöèòàõ ÷åëîâåêà ïðîèñõîäèò äâóìÿ ïóòÿ-
ìè. Îäèí èç íèõ îáóñëîâëåí àêòèâàöèåé ñïåöèôè÷åñêèõ
èëè íåñïåöèôè÷åñêèõ òðàíñìåìáðàííûõ êàòèîííûõ êàíà-
ëîâ (Lang et al., 2007). Ñòèìóëÿöèÿ âõîäà Ca2+ in vitro ìî-
æåò ïðîèñõîäèòü äàæå â óñëîâèÿõ, êîãäà èîíû íå âêëþ÷å-
íû â ñîñòàâ ñðåäû â êà÷åñòâå ñïåöèôè÷åñêîãî êîìïîíåí-
òà, ïîñêîëüêó ñëåäîâûå êîëè÷åñòâà Ca2+, âïëîòü äî
êîíöåíòðàöèè 10–6—10–5 M, îáíàðóæèâàþòñÿ â ñîëåâûõ
ðàñòâîðàõ â êà÷åñòâå ïðèìåñåé (Patton et al., 2004). Âòî-
ðîé ïóòü ïîâûøåíèÿ [Ca2+]in çàâèñèò îò ìîäèôèêàöèè
àêòèâíîñòè Ñà2+-ATÔàçû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû,
â ñâÿçè ñ òåì ÷òî ýðèòðîöèòû ÷åëîâåêà íå ñîäåðæàò
Na+/Ca2+-îáìåííèêà è áûñòðî ìîáèëèçóåìûõ âíóòðèêëå-
òî÷íûõ ðåçåðâîâ Ñà2+. Òàêèì îáðàçîì, [Ca2+]in â ýðèòðîöè-
òàõ ÷åëîâåêà çàâèñèò îò áàëàíñà ñêîðîñòåé ïåðåíîñà Ca2+

÷åðåç ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó: âõîä Ca2+ â êëåòêó
îïðåäåëÿåòñÿ êîíöåíòðàöèîííûì ãðàäèåíòîì, à âûõîä èç
êëåòêè îñóùåñòâëÿåòñÿ åäèíñòâåííîé Ca2+-òðàíñïîðòèðó-
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þùåé ñèñòåìîé — Ca2+-ATÔàçîé (Lew et al., 2003). Èìåí-
íî ïîýòîìó ìîäèôèêàöèÿ àêòèâíîñòè Ca2+-ATÔàçû ïîä
âëèÿíèåì ðàçëè÷íûõ ñòðåññîðíûõ ôàêòîðîâ âíåøíåé ñðå-
äû èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ñòàáèëüíîñòè êëå-
òîê.

Âëèÿíèå îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé, ìíîãèå èç êîòî-
ðûõ ïðîÿâëÿþò êðèîïðîòåêòîðíûå ñâîéñòâà, íà àêòèâ-
íîñòü Ñà2+-ÀÒÔàçû áûëè èññëåäîâàíû íà ðàçëè÷íûõ áèî-
ëîãè÷åñêèõ ìîäåëÿõ. Ñòèìóëÿöèÿ ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâ-
íîñòè èçîëèðîâàííîé Ñà2+-ÀÒÔàçû, âûäåëåííîé èç
ìåìáðàí ýðèòðîöèòîâ, áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà â ïðè-
ñóòñòâèè ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ (ÏÝÃ), äèìåòèëñóëüôîêñè-
äà (ÄÌÑÎ), ãëèöåðèíà è ýòèëåíãëèêîëÿ (Benaim, de Meis,
1989). Ñòèìóëèðóþùèé ýôôåêò ñâÿçàí ñ âîññòàíîâëåíè-
åì ãèäðîôîáíûõ âçàèìîäåéñòâèé ìåìáðàííûõ äîìåíîâ
èçîëèðîâàííîãî ôåðìåíòà ïîä âëèÿíèåì àìôèôèëüíûõ
âåùåñòâ. Èç-çà îòñóòñòâèÿ åñòåñòâåííîãî ëèïèäíîãî ìèê-
ðîîêðóæåíèÿ àêòèâàöèÿ ôåðìåíòà ñâÿçàíà ñêîðåå ñ îñî-
áåííîñòÿìè ìîäåëüíîé ñèñòåìû, ÷åì ñ âëèÿíèåì äàííûõ
âåùåñòâ íà Ñà2+-ÀÒÔàçó â êëåòêå.

Áûëà âûÿâëåíà âîçìîæíîñòü âëèÿíèÿ ÄÌÑÎ è ãëèöå-
ðèíà íà îòäåëüíûå ðåàêöèè êàòàëèòè÷åñêîãî öèêëà
Ñà2+-ÀÒÔàçû ñàðêîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà (Martins,
de Meis, 1985). Â ÷àñòíîñòè, äëÿ ñîëþáèëèçèðîâàííîãî
ôåðìåíòà áûëî ïîêàçàíî äåñÿòèêðàòíîå ïðåâûøåíèå ñî-
îòíîøåíèÿ ãèäðîëèç/ñèíòåç ÀÒÔ, êîòîðîå îïðåäåëÿåòñÿ
èçìåíåíèÿìè àêòèâíîñòåé Å1 è Å2 ôîñôîêîíôîðìåðîâ
Ñà2+-ÀÒÔàçû, â ñðàâíåíèè ñ åãî ìåìáðàííîé ôîðìîé. Îð-
ãàíè÷åñêèå ñîåäèíåíèÿ ñïîñîáñòâîâàëè âîññòàíîâëåíèþ
ýòîãî ñîîòíîøåíèÿ äî çíà÷åíèé, áëèçêèõ ïàðàìåòðàì
ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè â ñîñòàâå ìåìáðàí, ÷òî äå-
ìîíñòðèðóåò ðîëü ãèäðîôîáíîãî îêðóæåíèÿ, õàðàêòåðíî-
ãî äëÿ íàòèâíûõ ìåìáðàí, â ðåàëèçàöèè îòäåëüíûõ ðåàê-
öèé êàòàëèòè÷åñêîãî öèêëà Ñà2+-ÀÒÔàçû. Êðîìå òîãî,
ýòè ôàêòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî íà ðàçëè÷íûõ ýê-
ñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäåëÿõ òåíäåíöèè èçìåíåíèÿ àêòèâ-
íîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû ïîä âëèÿíèåì îðãàíè÷åñêîãî ðàñòâî-
ðèòåëÿ ìîãóò íå ñîâïàäàòü. Â ÷àñòíîñòè, íåñìîòðÿ íà óñè-
ëåíèå Ñà2+-ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòè èçîëèðîâàííîãî
î÷èùåííîãî ôåðìåíòà â ïðèñóòñòâèè ÄÌÑÎ (Benaim, de
Meis, 1989), äåòàëüíûé àíàëèç óñòàíîâèë, ÷òî ÄÌÑÎ íå
èçìåíÿåò áàçîâóþ àêòèâíîñòü Ñà2+-ÀÒÔàçû â ìåìáðàí-
íîé ôîðìå (áåëûå òåíè ýðèòðîöèòîâ) è èíãèáèðóåò ñòè-
ìóëèðóåìóþ êàëüìîäóëèíîì ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü (McConnell et al., 1999). Òàêèì æå îáðàçîì ðàçëè÷à-
ëîñü âëèÿíèå ãëèöåðèíà íà Ñà2+-ÀÒÔàçó â çàìêíóòûõ
òåíÿõ è ýðèòðîöèòàõ, ïåðìåàáèëèçîâàííûõ ñàïîíèíîì
(Çåìëÿíñêèõ, Êîôàíîâà, 2006). Ñðàâíèòåëüíûå èññëåäî-
âàíèÿ, âûïîëíåííûå íà óïîìÿíóòûõ âûøå ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ ìîäåëÿõ, âûÿâèëè âîçìîæíîñòü âîâëå÷åíèÿ
êàëüìîäóëèíà â ðåãóëÿöèþ àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû
ýðèòðîöèòîâ â ïðèñóòñòâèè ãëèöåðèíà.

Òàêèì îáðàçîì, âëèÿíèå êðèîïðîòåêòîðîâ íà Ñà2+--
ÀÒÔàçó ýðèòðîöèòîâ ìîæåò áûòü âûçâàíî äåéñòâèåì îð-
ãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé íåïîñðåäñòâåííî íà áåëêîâóþ
ìàêðîìîëåêóëó èëè áûòü îïîñðåäîâàííûì ñòðóêòóðíîé
ìîäèôèêàöèåé ìåìáðàííûõ ëèïèäîâ è ýíäîãåííûõ ìîäó-
ëÿòîðîâ àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû, îáóñëîâëåííûõ èçìå-
íåíèÿìè ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ñðåäû â ïðèñóò-
ñòâèè êðèîïðîòåêòîðîâ. Âëèÿíèå îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíå-
íèé íà Ñà2+-ÀÒÔàçó ýðèòðîöèòîâ ìîæåò çàòðàãèâàòü
ðàçëè÷íûå ñòîðîíû ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè, è ïðà-
âèëüíàÿ îöåíêà ïðîèñõîäÿùèõ èçìåíåíèé â îïðåäåëåí-
íîé ñòåïåíè çàâèñèò îò àäåêâàòíîñòè ýêñïåðèìåíòàëüíîé
ìîäåëè.

Ðàíåå íà ìîäåëè çàìêíóòûõ òåíåé ýðèòðîöèòîâ, îò-
ìûòûõ îò êîìïîíåíòîâ öèòîïëàçìû, áûëî ïîêàçàíî èíãè-
áèðóþùåå âëèÿíèå ÏÝÃ-1500 íà àêòèâíîñòü Ñà2+-ÀÒÔà-
çû (Çåìëÿíñêèõ, Õîìåíêî, 2006). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ
èññëåäîâàíèÿ äåéñòâèÿ ÏÝÃ-1500 íà Ñà2+-ÀÒÐàçíóþ àê-
òèâíîñòü èñïîëüçîâàëè ïåðìåàáèëèçîâàííûå äåòåðãåíòîì
ýðèòðîöèòû. Ñîõðàíåíèå âñåõ êîìïîíåíòîâ âíóòðèêëå-
òî÷íîãî ñîäåðæèìîãî ýðèòðîöèòîâ ïðè ïåðìåàáèëèçàöèè
ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí äåòåðãåíòàìè ïîçâîëÿåò êîíò-
ðîëèðîâàòü ïàðàìåòðû ñðåäû ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè è
äàåò äîïîëíèòåëüíóþ âîçìîæíîñòü äëÿ îïðåäåëåíèÿ ìî-
äèôèêàöèè àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû, êîòîðàÿ ìîæåò
áûòü îïîñðåäîâàíà ðàçëè÷íûìè ïóòÿìè, â òîì ÷èñëå ýí-
äîãåííûìè ýôôåêòîðàìè (Ïîêóäèí è äð., 1988; Ðûáèíà
è äð., 2001).

Çàùèòíîå äåéñòâèå ÏÝÃ-1500 ïðè êðèîêîíñåðâèðîâà-
íèè ýðèòðîöèòîâ çàâèñèò îò òåìïåðàòóðû, ïðè êîòî-
ðîé êëåòêè èíêóáèðóþòñÿ ñ êðèîïðîòåêòîðîì íà ýòàïå,
ïðåäøåñòâóþùåì çàìîðàæèâàíèþ (Áàáèé÷óê, Çåìëÿí-
ñêèõ, 2001). Âîçìîæíî, ïîíèæåíèå òåìïåðàòóðû, çàòðàãè-
âàþùåå ñêîðîñòü ôåðìåíòàòèâíûõ ðåàêöèé, ÿâëÿåòñÿ äî-
ïîëíèòåëüíûì óñëîâèåì ìîäóëÿöèè àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒ-
Ôàçû ýðèòðîöèòîâ, ýêñïîíèðóåìûõ â ÏÝÃ-ñîäåðæàùåé
ñðåäå.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå ìîäè-
ôèöèðóþùåãî âëèÿíèÿ ÏÝÃ-1500 è íèçêèõ òåìïåðàòóð
íà àêòèâíîñòü Ñà2+-ÀÒÔàçû â ýðèòðîöèòàõ ÷åëîâåêà ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ìîäåëè ïåðìåàáèëèçîâàííûõ äåòåðãåíòîì
êëåòîê äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ôåðìåíòà.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: äèíàò-
ðèåâàÿ ñîëü ÀTÔ, Òðèñ, HEPES è EGTA (Sigma, ÑØÀ);
CaCl2, MgCl2 è ÏÝÃ-1500 (Fluka, ÑØÀ); KCl, NaCl è äðó-
ãèå ðåàêòèâû ïðîèçâîäñòâà Ðîññèè è Óêðàèíû (õ. ÷. èëè
îñ. ÷.).

Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè ýðèòðîöèòû äîíîð-
ñêîé êðîâè, ïîëó÷åííûå èç Öåíòðà êðîâè (ã. Õàðüêîâ), ñî
ñðîêîì õðàíåíèÿ íå áîëåå 4 ñóò ïðè 3—5 °Ñ. Ýðèòðîöèòû
îòìûâàëè îò ïëàçìû è ëåéêîöèòàðíûõ êîìïîíåíòîâ ñîëå-
âîé ñðåäîé À (150 ìM NaCl è 10 ìM Òðèñ-HCl, pH 7.4),
êàê îïèñàíî ðàíåå (Çåìëÿíñêèõ, Êîôàíîâà, 2006).

Ê îòìûòûì ýðèòðîöèòàì äîáàâëÿëè 30%-íûé ðàñòâîð
ÏÝÃ-1500, ïðèãîòîâëåííûé íà îñíîâå ñðåäû À, â ñîîòíî-
øåíèè 1 : 1 (ïî îáúåìó) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí
ïðè 37 èëè 5—7 °Ñ. Ïåðåä íà÷àëîì èíêóáèðîâàíèÿ òåì-
ïåðàòóðó ýðèòðîöèòàðíîé ñóñïåíçèè è ðàñòâîðà êðèîïðî-
òåêòîðà ÏÝÃ-1500 êîððåêòèðîâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ óñëî-
âèÿìè ýêñïåðèìåíòà. ×àñòü ýðèòðîöèòîâ ïîäâåðãàëè áû-
ñòðîìó çàìîðàæèâàíèþ, ïîãðóæàÿ êîíòåéíåðû â æèäêèé
àçîò (–196 °Ñ). Ðàçìîðàæèâàíèå îáðàçöîâ ïðîâîäèëè â âî-
äÿíîé áàíå ïðè 37 °Ñ. Êîíòðîëåì ñëóæèëè ýðèòðîöèòû,
èíêóáèðîâàííûå â ñðåäå A ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí.

Ïðè ïîäãîòîâêå ê ïðîâåäåíèþ ôåðìåíòàòèâíîé ðåàê-
öèè ýðèòðîöèòû, ïîäâåðãíóòûå ýêñïåðèìåíòàëüíîìó âîç-
äåéñòâèþ, îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (800 g) èëè îò-
ìûâàëè îò êðèîïðîòåêòîðà äîáàâëåíèåì 10-êðàòíîãî îáú-
åìà ñðåäû À ñ ïîñëåäóþùèì öåíòðèôóãèðîâàíèåì
(1000 g). Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû â ýðèòðî-
öèòàõ ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Ïîêóäèí è äð.,
1988; Ðûáèíà è äð., 2001; Çåìëÿíñêèõ, Êîôàíîâà, 2006).
Àëèêâîòû ýðèòðîöèòîâ âíîñèëè â ñðåäó Â: 0.04 % ñàïî-
íèíà, 135 ìM KCl, 10 ìM Òðèñ, 10 ìM HEPES (ðÍ 7.4),

Èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè Ca
2+

-ÀÒÔàçû ýðèòðîöèòîâ ïîä âëèÿíèåì ÏÝÃ-1500 è íèçêèõ òåìïåðàòóð 965



0.025 ìM MgCl2, 1 ìM ÀÒÔ, 1 ìM EGTA è CaCl2, êîòî-
ðûé äîáàâëÿëè èç ðàñ÷åòà ñîäåðæàíèÿ ñâîáîäíîãî [Cai

2+]
íà óðîâíå (2—4)�10–6 Ì èëè èñêëþ÷àëè èç ñðåäû, ÷òî ïî-
çâîëÿëî èäåíòèôèöèðîâàòü Ca2+-çàâèñèìóþ êîìïîíåíòó
ôîñôàòàçíîé àêòèâíîñòè. Ïðè ðàñ÷åòå êîíöåíòðàöèè
ñâîáîäíîãî Ñà2+ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó MAXChelator
(http://www.standford.edu/~cpatton/maxc. html). Êîíå÷íàÿ
êîíöåíòðàöèÿ êëåòîê â ñðåäå ñîîòâåòñòâîâàëà 10%-íîìó
ãåìàòîêðèòó (ïðèìåðíî 106 êë./ìêë). Ðåàêöèþ ôåðìåíòà-
òèâíîãî ãèäðîëèçà ÀÒÔ îöåíèâàëè, èíêóáèðóÿ êëåòêè â
òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 37 °Ñ èëè äëÿ ÷àñòè ýêñïåðèìåíòîâ
ïðè 5—7 °Ñ. Îñòàíàâëèâàëè ðåàêöèþ õîëîäíûì ðàñòâî-
ðîì òðèõëîðóêñóñíîé êèñëîòû (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ
5 %). Îá èçìåíåíèè àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû ñóäèëè ïî
ðàçíèöå íàêîïëåíèÿ íåîðãàíè÷åñêîãî ôîñôîðà (Pi) â
Ñà2+-ñîäåðæàùåé è Ñà2+-íåñîäåðæàùåé ñðåäå Â. Ïîñëå
îñòàíîâêè ðåàêöèè áåëîê îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì
ïðè 800 g â òå÷åíèå 5 ìèí.

Îïðåäåëåíèå Pi ïðîâîäèëè ïî îïèñàííîìó ìåòîäó
(Rathbun, Betlach, 1969). Èç ñóïåðíàòàíòîâ îòáèðàëè
àëèêâîòû îáúåìîì 100 ìêë è äîáàâëÿëè ê 2 ìë àöåòàòíî-
ãî áóôåðà (1.5 Ì CH3COOH-CH3COONa, pH 4.3), ñîäåð-
æàùåãî 3.7 % ôîðìàëüäåãèäà è 10 % ýòàíîëà. Ïîñëå ýòî-
ãî ê êàæäîé ïðîáå ïîñëåäîâàòåëüíî äîáàâëÿëè 0.1 ìë
2%-íîãî ðàñòâîðà ìîëèáäàòà àììîíèÿ è 0.2 ìë 6.75 ìM
õëîðèäà îëîâà. Ïðîáû êîëîðèìåòðèðîâàëè ïðè äëèíå
âîëíû 660 íì íà ñïåêòðîôîòîìåòðå Ëîìî ÑÔ-46 (Ðîñ-
ñèÿ). Êàëèáðîâî÷íûé ãðàôèê áûë ëèíåéíûì äî 10 ìêã íå-
îðãàíè÷åñêîãî ôîñôîðà â ïðîáå.

Ïðè ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêå ðåçóëüòàòîâ èñïîëüçî-
âàëè ïðîãðàììíûé ïàêåò Statgraphics plus 2.1. Äàííûå
ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ è åãî îøèáêè.
Ñòàòèñòè÷åñêóþ çíà÷èìîñòü ðàçëè÷èé ìåæäó ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûìè ãðóïïàìè îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ìíîæåñò-
âåííîãî ðàíãîâîãî òåñòà Ôèøåðà ïî ïðîöåäóðå ãðóïïè-
ðîâêè âûáîðîê ñ íàèìåíåå çíà÷èìîé ðàçíèöåé. Â êàæäîé
ñåðèè ïðîâåäåíî íå ìåíåå 8 ýêñïåðèìåíòîâ.

Ðåçóëüòàòû

Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå òîò ôàêò, ÷òî ÏÝÃ-1500 íå
ïðîíèêàåò â êëåòêè è, ñëåäîâàòåëüíî, íå êîíòàêòèðóåò
ñ öèòîïëàçìàòè÷åñêèìè äîìåíàìè Ñà2+-ÀÒÔàçû, åãî óäà-
ëÿëè èç êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè äî íà÷àëà ôåðìåíòàòèâíîé
ðåàêöèè. Ñ ýòîé öåëüþ êëåòêè ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ
ñ êðèîïðîòåêòîðîì îñàæäàëè è óäàëÿëè ñóïåðíàòàíò. Ïðè
âíåñåíèè àëèêâîò îñàæäåííûõ êëåòîê â ñðåäó ôåðìåíòà-
òèâíîé ðåàêöèè, äîïîëíåííóþ äåòåðãåíòîì (ñðåäà Â),
ïðîèñõîäèò ëèçèñ ýðèòðîöèòîâ, è îáðàçóþùèåñÿ ïîðû
îáåñïå÷èâàþò çàäàííûå ïàðàìåòðû ñðåäû äëÿ ôåðìåíòà-
òèâíîãî ãèäðîëèçà ÀÒÔ (Ïîêóäèí è äð., 1988; Ðûáèíà
è äð., 2001). Ýêñïîíèðîâàíèå ýðèòðîöèòîâ ñ êðèîïðîòåê-
òîðîì ïðè 37 èëè 5—7 °Ñ ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó ñíè-
æåíèþ àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû (ðèñ. 1). Ñòàòèñòè÷åñêè
çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé ìåæäó Ñà2+-çàâèñèìîé êîìïîíåíòîé
ôîñôàòàçíîé àêòèâíîñòè â ýðèòðîöèòàõ, èíêóáèðîâàííûõ
ñ ÏÝÃ-1500 ïðè ðàçëè÷íûõ òåìïåðàòóðàõ, íåò, åñëè ðåàê-
öèÿ ãèäðîëèçà ÀÒÔ ïðîèñõîäèò ïðè 37 °Ñ (ðèñ. 1, â, ã).
Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà îòñóòñòâèå ñïåöèôè-
÷åñêèõ îñîáåííîñòåé äåéñòâèÿ êðèîïðîòåêòîðà íà
Ñà2+-ÀÒÔàçó â ìåìáðàíàõ ýðèòðîöèòîâ ïðè èññëåäîâàí-
íûõ òåìïåðàòóðàõ. Îäíàêî åñëè ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ
ýðèòðîöèòîâ ñ ÏÝÃ-1500 ïðè 5—7 °Ñ êëåòî÷íóþ ñóñïåí-
çèþ ðàçäåëèòü íà äâå ÷àñòè è îöåíèòü àêòèâíîñòü

Ñà2+-ÀÒÔàçû ïðè ðàçíûõ òåìïåðàòóðàõ, òî îáíàðóæèâà-
åòñÿ, ÷òî ñíèæåíèå òåìïåðàòóðû îêàçûâàåò äîïîëíèòåëü-
íûé èíãèáèðóþùèé ýôôåêò íà Ñà2+-ÀÒÔàçó (ðèñ. 1, ä).
Â ýòèõ óñëîâèÿõ àêòèâíîñòü ôåðìåíòà íèæå â ñðàâíåíèè
íå òîëüêî ñ êîíòðîëåì (ðèñ. 1, à), íî è ñ ýðèòðîöèòàìè,
èíêóáèðîâàííûìè ñ ÏÝÃ-1500 ïðè 5—7 °Ñ, äëÿ êîòîðûõ
ïîñëåäóþùàÿ îöåíêà ôóíêöèîíèðîâàíèÿ Ñà2+-ÀÒÔàçû
ïðîâîäèëàñü ïðè 37 °Ñ (ðèñ. 1, ã), ÷òî óêàçûâàåò íà ïðèî-
ðèòåòíóþ ðîëü òåðìîäèíàìè÷åñêèõ çàêîíîìåðíîñòåé â
êîíòðîëèðîâàíèè ôåðìåíòàòèâíûõ ïðîöåññîâ â êëåòêå.

Çàìîðàæèâàíèå è ðàçìîðàæèâàíèå ýðèòðîöèòîâ ïîä
çàùèòîé ÏÝÃ-1500 (ðèñ. 2, â, ã) íå âíîñèò ñóùåñòâåííûõ
èçìåíåíèé â ðåæèì ðàáîòû Ñà2+-ÀÒÔàçû, êîòîðûé óñòà-
íàâëèâàåòñÿ íà ýòàïå ýêñïîíèðîâàíèÿ êëåòîê ñ äàííûì
êðèîïðîòåêòîðîì. Ñðàâíåíèå ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíî-
ñòè êàëüöèéòðàíñïîðòèðóþùåé ñèñòåìû ýðèòðîöèòîâ, ýê-
ñïîíèðîâàííûõ â ïðèñóòñòâèè ÏÝÃ-1500 ïðè ðàçëè÷íûõ
òåìïåðàòóðàõ (ðèñ. 1, â, ã), ñ àíàëîãè÷íûìè âàðèàíòàìè
ïîñëå çàìîðàæèâàíèÿ—ðàçìîðàæèâàíèÿ êëåòîê íå âûÿâ-
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Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû â ýðèòðîöèòàõ ÷å-
ëîâåêà ïîä âëèÿíèåì êðèîïðîòåêòîðà ÏÝÃ—1500.

à, á — íàòèâíûå ýðèòðîöèòû ïðè 37 (êîíòðîëü) è 5—7 °Ñ ñîîòâåòñòâåí-
íî; â, ã — ýðèòðîöèòû, èíêóáèðîâàííûå â ïðèñóòñòâèè ÏÝÃ-1500 ñîîò-
âåòñòâåííî ïðè 37 è 5—7 °Ñ, ñ ïîñëåäóþùèì ïðîâåäåíèåì ðåàêöèè ãèä-
ðîëèçà ÀÒÔ ïðè 37 °Ñ; ä — ýðèòðîöèòû, èíêóáèðîâàííûå ñ ÏÝÃ-1500
ïðè 5—7 °Ñ, ñ ïîñëåäóþùèì ïðîâåäåíèåì ðåàêöèè ãèäðîëèçà ÀÒÔ ïðè
ýòîé æå òåìïåðàòóðå. Ïåðìåàáèëèçàöèÿ êëåòîê ñàïîíèíîì äëÿ îïðåäå-
ëåíèÿ àêòèâíîñòè ôåðìåíòà ïðîâåäåíà ïîñëå îïèñàííûõ ýêñïåðèìåí-
òàëüíûõ âîçäåéñòâèé. Çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ îò-
íîñèòåëüíî êîíòðîëÿ (à) (Ð < 0.05; ãèäðîëèç ÀÒÔ ïðè 37 °Ñ), ðåøåò-

êà — ìåæäó îòìå÷åííûìè åþ âàðèàíòàìè (Ð < 0.05).

Ðèñ. 2. Àêòèâíîñòü Ñà2+-ÀÒÔàçû â ýðèòðîöèòàõ ïîñëå êðèî-
êîíñåðâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ÏÝÃ-1500.

à — íàòèâíûå ýðèòðîöèòû ïðè 37 °Ñ (êîíòðîëü); á — ýðèòðîöèòû, çàìî-
ðîæåííûå äî –196 °Ñ áåç êðèîïðîòåêòîðà; â, ã — àêòèâíîñòü ôåðìåíòà â
êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ ýðèòðîöèòàõ, ýêñïîíèðîâàííûõ ïðåäâàðèòåëü-
íî ñ ÏÝÃ-1500 ïðè 37 è 5—7 °Ñ ñîîòâåòñòâåííî. Ðåàêöèþ ãèäðîëèçà
ÀÒÔ ïðîâîäèëè ïðè 37 °Ñ ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ îáðàçöîâ. Ïåðìåàáè-
ëèçàöèÿ êëåòîê ñàïîíèíîì äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ôåðìåíòà ïðî-
âåäåíà ïîñëå ðàçìîðàæèâàíèÿ. Çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü

ðàçëè÷èé îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ (Ð < 0.05).



ëÿåò ñòàòèñòè÷åñêèõ ðàçëè÷èé. Íå îáíàðóæèâàåòñÿ ðàçëè-
÷èé è ìåæäó äâóìÿ ãðóïïàìè ðàçìîðîæåííûõ ýðèòðîöè-
òîâ, ðàçëè÷àâøèõñÿ íà÷àëüíûìè òåìïåðàòóðíûìè ðåæè-
ìàìè ýêñïîíèðîâàíèÿ êëåòîê ñ êðèîïðîòåêòîðîì (ðèñ. 2,
â, ã). Îñîáîãî âíèìàíèÿ çàñëóæèâàåò ôàêò îòñóòñòâèÿ
âëèÿíèÿ ïðîöåññîâ çàìîðàæèâàíèÿ è ðàçìîðàæèâàíèÿ
ýðèòðîöèòîâ áåç çàùèòû (áåç êðèîïðîòåêòîðà) íà àêòèâ-
íîñòü Ñà2+-ÀÒÔàçû â ñòàöèîíàðíûõ óñëîâèÿõ ïðîâåäåíèÿ
ôîñôàòàçíîé ðåàêöèè, ò. å. ïðè âûñîêîé êîíöåíòðà-
öèè ÀÒÔ è îïòèìàëüíîì óðîâíå ñâîáîäíîãî Ñà2+. Ñëåäî-
âàòåëüíî, îñíîâíîé ïðè÷èíîé èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè
Ñà2+-ÀÒÔàçû ýðèòðîöèòîâ ÿâëÿåòñÿ ìîäèôèêàöèÿ ìåìá-
ðàíû ïîä âëèÿíèåì ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ñðå-
äû â ïðèñóòñòâèè ÏÝÃ-1500, à íå ýôôåêòû íèçêîòåìïåðà-
òóðíîãî êîíñåðâèðîâàíèÿ.

Åùå îäíà âîçìîæíîñòü, êîòîðóþ ïðåäîñòàâëÿåò ìî-
äåëü-ïåðìåàáèëèçîâàííûõ ñàïîíèíîì êëåòîê, ñâÿçàíà ñ
îöåíêîé îáðàòèìîñòè èçìåíåíèé àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔà-
çû, âûçâàííûõ ïðèñóòñòâèåì ÏÝÃ-1500 â ñðåäå. Îòìûâêà
êëåòîê îò ÏÝÃ-1500 ïóòåì ðàçáàâëåíèÿ 10-êðàòíûìè îáú-
åìàìè ñðåäû À ñ ïîñëåäóþùèì öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïî-
êàçàëà, ÷òî èíãèáèðîâàíèå Ñà2+-ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòè
ÿâëÿåòñÿ îáðàòèìûì (ðèñ. 3). Â òàêîì ñëó÷àå àêòèâíîñòü
Ñà2+-ÀÒÔàçû â äâóõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ ýðèòðî-
öèòîâ, èíêóáèðîâàííûõ ïðè ðàçíûõ òåìïåðàòóðàõ ñ êðè-
îïðîòåêòîðîì (ðèñ. 3, á, ã), ñòàòèñòè÷åñêè íå îòëè÷àåòñÿ
îò êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé. Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè
ïîëó÷åíû è äëÿ êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ ýðèòðîöèòîâ
(ðèñ. 3, â, ä), íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ðàçáàâëåíèå òàêèõ
êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé èçîòîíè÷åñêîé ñðåäîé â ïðîöåññå
îòìûâêè ñîïðîâîæäàåòñÿ ãåìîëèçîì, ò. å. ïîòåðåé
~25 % êëåòîê (Áàáèé÷óê, Çåìëÿíñêèõ, 2001). Ñðàâíåíèå
àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû ýðèòðîöèòîâ, ýêñïîíèðîâàííûõ
ñ ÏÝÃ-1500 (ðèñ. 1, â, ã) è êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ ïîä çà-
ùèòîé ýòîãî êðèîïðîòåêòîðà (ðèñ. 2, â, ã), ñ ñîîòâåòñòâó-
þùèìè ýêñïåðèìåíòàëüíûìè ãðóïïàìè, â êîòîðûõ ïðî-
âîäèëè îòìûâêó îò ÏÝÃ-1500, ïîêàçûâàåò, ÷òî çíà÷èìûå
ðàçëè÷èÿ îáíàðóæèâàþòñÿ äëÿ êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ
êëåòîê (ðèñ. 3, â, ä), íî íå äëÿ êëåòîê, êîòîðûå ýêñïîíèðî-
âàëè ñ êðèîïðîòåêòîðîì áåç çàìîðàæèâàíèÿ. Äàííûå ôàê-
òû ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î âàæíîé ðîëè èçìåíåíèé
ñóáïîïóëÿöèîííîãî ñîñòàâà ýðèòðîöèòàðíîé ñóñïåíçèè â
âîññòàíîâëåíèè ïîêàçàòåëåé àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû,
îáóñëîâëåííûõ ëèçèñîì ÷àñòè ðàçìîðîæåííûõ êëåòîê
ïðè îòìûâêå îò êðèîïðîòåêòîðà.

Òàêèì îáðàçîì, ÏÝÃ-1500 âûçûâàåò òîðìîæåíèå àê-
òèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû â ïåðìåàáèëèçîâàííûõ ñàïîíè-
íîì ýðèòðîöèòàõ, íåñìîòðÿ íà ïðèñóòñòâèå ýíäîãåííûõ
ýôôåêòîðîâ, ñïîñîáíûõ ñòèìóëèðîâàòü ôóíêöèþ ôåð-
ìåíòà. Âëèÿíèå ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ñðåäû,
îáóñëîâëåííûõ ïðèñóòñòâèåì ýòîãî ñîåäèíåíèÿ, ÿâëÿåò-
ñÿ îïðåäåëÿþùèì ôàêòîðîì ìîäèôèêàöèè àêòèâíîñòè
Ñà2+-ÀÒÔàçû, ïîñêîëüêó îòìûâêà îò êðèîïðîòåêòîðà âîñ-
ñòàíàâëèâàåò åå ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà. Ýòî ïîëî-
æåíèå ïðèìåíèìî êàê äëÿ ýðèòðîöèòîâ, êîòîðûå íàõî-
äèëèñü â ïðèñóòñòâèè êðèîïðîòåêòîðà (áåç çàìîðàæè-
âàíèÿ), òàê è äëÿ òåõ, êîòîðûå áûëè çàìîðîæåíû è
ðàçìîðîæåíû â ïðèñóòñòâèè ÏÝÃ-1500. Ïðîöåññû çàìî-
ðàæèâàíèÿ—ðàçìîðàæèâàíèÿ êëåòîê áåç êðèîïðîòåêòîðà
íå âëèÿþò íà Ñà2+-ÀÒÔàçó, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î êðèî-
ñòàáèëüíîñòè ôåðìåíòà â ìåìáðàííîé ñèñòåìå. Ýêñïîíè-
ðîâàíèå ýðèòðîöèòîâ ñ ÏÝÃ-1500 ïðè ðàçíûõ òåìïåðà-
òóðíûõ ðåæèìàõ íå âûÿâèëî ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûõ
ðàçëè÷èé ìåæäó àêòèâíîñòÿìè Ñà2+-ÀÒÔàçû â óñëîâèÿõ
ïðîâåäåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîé ðåàêöèè ïðè 37 °Ñ, òîãäà

êàê ñíèæåíèå òåìïåðàòóðû ãèäðîëèçà ÀÒÔ äî 5—7 °Ñ
âûçûâàåò äîïîëíèòåëüíîå òîðìîæåíèå ôåðìåíòàòèâíîé
àêòèâíîñòè.

Îáñóæäåíèå

Êðèîêîíñåðâèðîâàíèå êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé ïðåäïî-
ëàãàåò èñïîëüçîâàíèå êðèîïðîòåêòîðíûõ âåùåñòâ äëÿ çà-
ùèòû êëåòîê îò äåéñòâèÿ ýêñòðåìàëüíûõ ôàêòîðîâ ñðåäû,
õàðàêòåðíûõ äëÿ ïðîöåññîâ çàìîðàæèâàíèÿ è ðàçìîðàæè-
âàíèÿ. Ñàìè êðèîïðîòåêòîðû íåçàâèñèìî îò äåéñòâèÿ
íèçêèõ òåìïåðàòóð îêàçûâàþò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà
ñòðóêòóðíûå è ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà ðàçëè÷íûõ êëå-
òî÷íûõ ñòðóêòóð äàæå â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà ïîñëåäíèå îá-
ëàäàþò âûðàæåííîé êðèîñòàáèëüíîñòüþ. Âûçâàííûå
êðèîïðîòåêòîðàìè èçìåíåíèÿ ìîãóò èíäóöèðîâàòü îïðå-
äåëåííóþ ñáàëàíñèðîâàííîñòü ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëü-
íîãî ñîñòîÿíèÿ ñóáêëåòî÷íûõ ñèñòåì, êîòîðàÿ âàæíà äëÿ
âûæèâàíèÿ êëåòîê â ýêñòðåìàëüíûõ óñëîâèÿõ âíåøíåé
ñðåäû. Èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû ýðèòðîöèòîâ
ÿâëÿþòñÿ âàæíûì ýëåìåíòîì ðåãóëÿöèè [Ñà2+]in, è ñíèæå-
íèå åå ôóíêöèè â ïðèñóòñòâèè ÏÝÃ-1500 íåèçáåæíî ïî-
âëå÷åò çà ñîáîé ðîñò óðîâíÿ Ñà2+, ÷òî ìîæåò èìåòü îïðå-
äåëåííûå ðåãóëÿòîðíûå ïîñëåäñòâèÿ äëÿ êëåòîê.

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî èíãèáèðóþùåå Ñà2+-ÀÒÔàçó äåéñòâèå ÏÝÃ-1500 îáó-
ñëîâëåíî åãî íåïîñðåäñòâåííûì ïðèñóòñòâèåì â ñðåäå è
íå ñâÿçàíî ñ êàêîé-ëèáî ñïåöèôèêîé åãî âçàèìîäåéñòâèÿ
ñ Ñà2+-ÀÒÐàçîé ïðè ðàçëè÷íûõ òåìïåðàòóðàõ, ïîñêîëüêó
óðîâíè åå àêòèâíîñòè â ýðèòðîöèòàõ, èíêóáèðîâàííûõ ñ
êðèîïðîòåêòîðîì ïðè ðàçëè÷íûõ òåìïåðàòóðàõ, íå èìåþò
äîñòîâåðíûõ îòëè÷èé îò àêòèâíîñòè ïðè íîðìîòåðìè÷å-
ñêèõ óñëîâèÿõ (37 °Ñ) ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè ãèäðîëèçà
ÀÒÔ. Êðîìå òîãî, íå îáíàðóæèâàåòñÿ çíà÷èìûõ ðàçëè÷èé
è ìåæäó àêòèâíîñòüþ Ñà2+-ÀÒÔàçû ðàçìîðîæåííûõ
ýðèòðîöèòîâ, ýêñïîíèðîâàííûõ ïåðåä çàìîðàæèâàíèåì
ñ ÏÝÃ-1500 ïðè 37 è 5—7 °Ñ. Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ
äàåò îñíîâàíèå ïîëàãàòü, ÷òî Ñà2+-ÀÒÐàçà ýðèòðîöè-
òîâ ÷åëîâåêà â ñîñòàâå ìåìáðàííûõ ñòðóêòóð ÿâëÿåòñÿ
êðèîóñòîé÷èâûì ôåðìåíòîì, ïîñêîëüêó íè çàìîðà-
æèâàíèå êëåòîê áåç êðèîïðîòåêòîðà, íè çàìîðàæèâàíèå
ýðèòðîöèòîâ â ïðèñóòñòâèè ÏÝÃ-1500 íå âíîñèò äîïîë-

Èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè Ca
2+

-ÀÒÔàçû ýðèòðîöèòîâ ïîä âëèÿíèåì ÏÝÃ-1500 è íèçêèõ òåìïåðàòóð 967

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå óäàëåíèÿ êðèîïðîòåêòîðà ÏÝÃ-1500 íà àêòèâ-
íîñòü Ñà2+-ÀÒÔàçû â ýðèòðîöèòàõ: íàòèâíûõ ïðè 37 °Ñ (à,
êîíòðîëü), ýêñïîíèðîâàííûõ áåç çàìîðàæèâàíèÿ ñ ÏÝÃ-1500
ïðè 5—7 (á) è (ä) 37 °Ñ, êðèîêîíñåðâèðîâàííûõ ïîñëå ýêñïî-

íèðîâàíèÿ ñ ÏÝÃ-1500 ïðè 5—7 (â) è (ã) 37 °Ñ.

Ïåðìåàáèëèçàöèÿ êëåòîê ñàïîíèíîì äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ôåð-
ìåíòà âûïîëíåíà ïîñëå îòìûâêè êðèîïðîòåêòîðà èç êëåòî÷íûõ ñóñïåí-
çèé. Äîñòîâåðíûõ îòëè÷èé îò êîíòðîëÿ íåò; ñð. ñ ðèñ. 2, â, ã: àíàëîãè÷-
íûå âàðèàíòû äî îòìûâêè îò êðèîïðîòåêòîðà îòëè÷àþòñÿ îò êîíòðîëÿ.



íèòåëüíûõ èçìåíåíèé â åå ðàáîòó â ñðàâíåíèè ñ óðîâíÿ-
ìè ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè äî çàìîðàæèâàíèÿ—ðàç-
ìîðàæèâàíèÿ.

Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè èçó÷å-
íèè ÀÒÔàçíîé àêòèâíîñòè âåçèêóë ñàðêîïëàçìàòè÷åñêî-
ãî ðåòèêóëóìà (Êóçüìèíà, 1991), ïîäâåðãíóòûõ áûñòðîìó
îäíîêðàòíîìó çàìîðàæèâàíèþ—ðàçìîðàæèâàíèþ â æèä-
êîì àçîòå. Îäíàêî íåîáõîäèìî çàìåòèòü, ÷òî óñòîé÷è-
âîñòü Ñà2+-ÀÒÔàçû ê äåéñòâèþ íèçêèõ òåìïåðàòóð ìîæåò
íå êîððåëèðîâàòü ñ ñîõðàííîñòüþ èîíòðàíñïîðòèðóþùåé
ôóíêöèè êàëüöèåâîãî íàñîñà. Âîïðîñ î âëèÿíèè ïðîöåñ-
ñîâ çàìîðàæèâàíèÿ—ðàçìîðàæèâàíèÿ íà ñîñòîÿíèå ñèñ-
òåì, ðåãóëèðóþùèõ óðîâåíü Ñà2+ â êëåòêàõ, ÿâëÿåòñÿ âåñü-
ìà íåïðîñòûì è ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ìàëî èçó÷åí.

Ñëåäóåò îòìåòèòü íåêîòîðûå îñîáåííîñòè èçìåíåíèé
àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû ýðèòðîöèòîâ ïîä âëèÿíèåì
ÏÝÃ-1500, âûÿâëåííûå ïîñëå îòìûâêè êðèîïðîòåêòîðà â
äâóõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ ýðèòðîöèòîâ: 1) ýêñïî-
íèðîâàííûõ ñ êðèîïðîòåêòîðîì áåç çàìîðàæèâàíèÿ è
2) çàìîðîæåííûõ ïîä çàùèòîé ÏÝÃ. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî
îòìûâêà ÏÝÃ-1500 âîññòàíàâëèâàåò ôóíêöèþ ôåðìåíòà,
ò. å. óñòðàíÿåò çíà÷èìûå îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ âî âñåõ ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ, ïîëíîöåííîå âîññòàíîâëåíèå
àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû áûëî òîëüêî â ñëó÷àå êðèîêîí-
ñåðâèðîâàííûõ ýðèòðîöèòîâ (ðèñ. 3, â, ä). Èìåííî ó òàêèõ
ýðèòðîöèòîâ ôóíêöèîíàëüíûå ïîêàçàòåëè Ñà2+-ÀÒÔàçû
ñòàòèñòè÷åñêè îòëè÷àëèñü îò ïîêàçàòåëåé äî îòìûâêè
êðèîïðîòåêòîðà (ðèñ. 2, â, ã). Ïîëó÷åííûå ôàêòû, ïî-âè-
äèìîìó, îáúÿñíÿþòñÿ âîçðàñòíîé ãåòåðîãåííîñòüþ ýðèò-
ðîöèòîâ è èçìåíåíèåì ñóáïîïóëÿöèîííîãî ñîñòàâà ðàç-
ìîðîæåííûõ îáðàçöîâ âñëåäñòâèå ðàçðóøåíèÿ íåêîòîðûõ
êëåòîê â ïðîöåññå îòìûâêè îò êðèîïðîòåêòîðà. Èçâåñòíî,
÷òî ñòàðûå ýðèòðîöèòû èìåþò áîëåå âûñîêèé óðîâåíü
[Ca2+]in è õàðàêòåðèçóþòñÿ áîëåå íèçêîé àêòèâíîñòüþ
Ñà2+-ÀÒÔàçû (Lew et al., 2007). Êðîìå òîãî, â ïðîöåññå
ñòàðåíèÿ ýðèòðîöèòû òåðÿþò ñèàëîâûå êèñëîòû (Jaku-
bowska-Solarska, Solski, 2000), ñîñòàâëÿþùèå çíà÷èòåëü-
íóþ ÷àñòü êëåòî÷íîãî ãëèêîêàëèêñà, ÷òî ìåíÿåò çàðÿäî-
âûå õàðàêòåðèñòèêè ìåìáðàíû è ìîæåò ñîçäàâàòü èíûå
óñëîâèÿ äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê ñ ÏÝÃ-1500, ÷åì â
ñëó÷àå þíûõ è çðåëûõ êëåòîê.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî (Çåìëÿíñêèõ, Áåëîóñ, 1995), ÷òî
ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííûå ìîëåêóëû ÏÝÃ ìîãóò óäåðæè-
âàòüñÿ íà ìåìáðàíå ïîñëå îòìûâêè. Âîçìîæíî, íà ìåìá-
ðàíàõ ñòàðûõ êëåòîê â ñîñòàâå êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé, ýêñ-
ïîíèðîâàííûõ ñ ÏÝÃ-1500, óäåðæèâàåòñÿ çíà÷èòåëüíîå
êîëè÷åñòâî ïîëèìåðà ïîñëå îòìûâêè êðèîïðîòåêòîðà, ÷òî
òîðìîçèò Ñà2+-ÀÒÔàçó è ñíèæàåò îáùèé ïîêàçàòåëü àê-
òèâíîñòè ôåðìåíòà. Âìåñòå ñ òåì â êëåòêàõ, çàìîðîæåí-
íûõ è ðàçìîðîæåííûõ ïîä çàùèòîé ÏÝÃ-1500, ïîñëå îò-
ìûâêè êðèîïðîòåêòîðà ïðîèñõîäèò ãåìîëèç, è ñòàðûå
ýðèòðîöèòû, ÷óâñòâèòåëüíûå ê ðàçëè÷íûì íåáëàãîïðèÿò-
íûì âîçäåéñòâèÿì, î÷åâèäíî, ïîäâåðãàþòñÿ ðàçðóøåíèþ
â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì âñå îñòàëüíûå êëåòî÷íûå ñóáïî-
ïóëÿöèè (Celed*on et al., 2008; Kucukatay et al., 2012). Óäà-
ëåíèå òàêèõ êëåòîê èç ýðèòðîöèòàðíîé ñóñïåíçèè, â êîòî-
ðîé îïðåäåëÿåòñÿ àêòèâíîñòü Ñà2+-ÀÒÔàçû, îáúÿñíÿåò åå
áîëåå âûñîêèå çíà÷åíèÿ.

Èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå ÏÝÃ-1500 íà Ñà2+-ÀÒÔàçó
ýðèòðîöèòîâ îáóñëîâëåíî ôèçèêî-õèìè÷åñêèìè ñâîéñò-
âàìè ðàñòâîðà äàííîãî ïîëèìåðà. Èçâåñòíî, ÷òî ðàçíûå
ÏÝÃ (ñ ðàçíîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé) âûçûâàþò èçìåíå-
íèå ïîâåðõíîñòíîãî ïîòåíöèàëà (Winterhalter et al., 1995)
è äèýëåêòðè÷åñêîé ïðîíèöàåìîñòè ðàñòâîðà (Arnold et al.,
1985), îáðàçóþò êîìïëåêñû ñ èîíàìè ìåòàëëîâ èëè èçìå-

íÿþò èõ àêòèâíîñòü (Bailey, Koleske, 1976; Chen et al.,
2005). ÏÝÃ îáëàäàåò àìôèôèëüíûìè (ãèäðîôèëüíûå è
ãèäðîôîáíûå) ñâîéñòâàìè è ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
ïîëíîñòüþ ðàñòâîðÿþòñÿ íå òîëüêî â âîäå, íî è â íåêîòî-
ðûõ íåïîëÿðíûõ îðãàíè÷åñêèõ ðàñòâîðèòåëÿõ (Bailey,
Koleske, 1976; Chen et al., 2005). Â âîäíûõ ðàñòâîðàõ ÏÝÃ
ñâÿçûâàåò 2—3 ìîëåêóëû âîäû íà 1 ìîíîìåðíîå çâåíî
(Bailey, Koleske, 1976). Ñïîñîáíîñòü ïîëèìåðà ñâÿçûâàòü
âîäó îáóñëîâëèâàåò åãî äåãèäðàòèðóþùåå äåéñòâèå â îò-
íîøåíèè ðàçëè÷íûõ ìàêðîìîëåêóë è ìåìáðàí êëåòêè.
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî èçìåíåíèÿ ïîëÿðíîñòè è ãèäðàòàöèè
ïðè äîáàâëåíèè ÏÝÃ ìîãóò âíîñèòü ñóùåñòâåííûé âêëàä
â èçìåíåíèÿ ïîâåðõíîñòè ìåìáðàíû â óñëîâèÿõ ìåìáðàí-
íûõ êîíòàêòîâ è ñëèÿíèÿ (Arnold et al., 1983). Äîáàâëåíèå
ÏÝÃ â ðàñòâîð ìîæåò áûòü è ïðè÷èíîé ñíèæåíèÿ òåêó÷å-
ñòè ìåìáðàí (Herrmann et al., 1983). Êðîìå òîãî, ìîëåêó-
ëû ÏÝÃ ñïîñîáíû ðàñïðåäåëÿòüñÿ íà ãðàíèöå ðàçäåëà ôàç
âîçäóõ—âîäà, îáðàçóÿ ñòàáèëüíûå ìîíîñëîè (Kawaguchi
et al., 1988; Sauer et al., 1989).

Ýëëèïñîìåòðè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ãðàíèöû ðàçäåëà
âîçäóõ—âîäà íà ìîíîñëîÿõ ÏÝÃ ïîêàçàëè, ÷òî ïîëèìåð
ïðèñóòñòâóåò â óçêîì ñëîå (0.34—1 íì) âáëèçè ãðàíèöû
ðàçäåëà (Kawaguchi et al., 1988; Sauer et al., 1989) è èñê-
ëþ÷àåòñÿ èç èíòåðôåéñà ïðè äîñòèæåíèè äàâëåíèÿ êîë-
ëàïñà. Âìåñòå ñ òåì íå ñóùåñòâóåò ÷åòêèõ ïðåäñòàâëåíèé
î êîíôîðìàöèè ìîëåêóë ÏÝÃ íà ãðàíèöàõ ðàçäåëà âîç-
äóõ—âîäà èëè ëèïèä—âîäà è î âëèÿíèè ïîëèìåðîâ íà
ñâîéñòâà ëèïèäíûõ ñëîåâ. Òåì íå ìåíåå ïîêàçàíî, ÷òî äî-
áàâëåíèå ÏÝÃ èçìåíÿåò ïîâåðõíîñòíûé ïîòåíöèàë ëè-
ïèäíûõ ìîíîñëîåâ (Bailey, Koleske, 1976) è âûçûâàåò
ñäâèã òåìïåðàòóðû ôàçîâîãî ïåðåõîäà ëèïèäîâ (Tilcock,
Fisher, 1979), ïðåäïîëîæèòåëüíî ïóòåì èçìåíåíèÿ ñîëü-
âàòèðóþùèõ ñâîéñòâ âîäû. Êðîìå òîãî, óñòàíîâëåíî, ÷òî
ìîëåêóëû ÏÝÃ èíäóöèðóþò ñåãðåãàöèþ ìåìáðàííûõ ëè-
ïèäîâ ìóëüòèëàìåëëÿðíûõ âåçèêóë ïîñðåäñòâîì äåãèä-
ðàòàöèè, êîòîðàÿ ñîïðîâîæäàåòñÿ ñíèæåíèåì ýôôåêòèâ-
íîãî ðàçìåðà ïîëÿðíûõ ãîëîâíûõ ãðóïï ôîñôîëèïèäîâ,
ôîðìèðóþùèõ ìåìáðàíû, è óñèëåíèåì âàíí-äåð-âààëüñî-
âûõ âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó àöèëüíûìè öåïÿìè ëèïèä-
íîãî ìàòðèêñà (Lehtonen, Kinnunen, 1994, 1995). Òàêèå
ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ îáû÷íî êîìïåíñèðóþòñÿ óâåëè-
÷åíèåì òîëùèíû ìåìáðàíû è óìåíüøåíèåì ïîäâèæíîñòè
ìîëåêóë ëèïèäîâ.

Èçìåíåíèÿ ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ ðàñòâîðà ìî-
ãóò çàòðóäíÿòü êîíôîðìàöèîííûå ïðåâðàùåíèÿ ôåðìåíòà
â õîäå êàòàëèòè÷åñêîé ðåàêöèè è ñíèæàòü ñêîðîñòü ðàáî-
òû Ñà2+-ÀÒÔàçû ïîñðåäñòâîì èçìåíåíèÿ ñâîéñòâ âîäû
â ìåìáðàííîé îáëàñòè. Êðîìå òîãî, òîðìîæåíèå àêòèâíî-
ñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì ìîäèôèêà-
öèè ëèïèäíûõ êîìïîíåíòîâ ìåìáðàíû â ïðèñóòñòâèè
ÏÝÃ-1500. Â ÷àñòíîñòè, óâåëè÷åíèå òîëùèíû áèñëîÿ ïðè
äåãèäðàòàöèè ëèïèäíûõ ìîëåêóë ìîæåò âûçûâàòü îïðå-
äåëåííûå íåñîîòâåòñòâèÿ â ïîäãîíêå ìåìáðàííûõ äîìå-
íîâ Ñà2+-ÀÒÔàçû ïî òîëùèíå ëèïèäíîãî ìàòðèêñà, ÷òî
âëå÷åò çà ñîáîé îïðåäåëåííûå îãðàíè÷åíèÿ â ïîäâèæíîñ-
òè ìåìáðàííûõ äîìåíîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ðåàëèçàöèè
êîíôîðìàöèîííûõ ïðåâðàùåíèé Ñà2+-ÀÒÔàçû (Lee,
2003).

Åùå îäíà âîçìîæíîñòü òîðìîæåíèÿ àêòèâíîñòè
Ñà2+-ÀÒÔàçû ïîä âëèÿíèåì ÏÝÃ-1500 ïîñðåäñòâîì åãî
äåãèäðàòèðóþùåãî äåéñòâèÿ íà ëèïèäíûé áèñëîé ìîæåò
áûòü ñâÿçàíà ñ âëèÿíèåì íà ñêîðîñòü îáìåíà ëèïèäîâ, íà-
õîäÿùèõñÿ â àííóëÿðíîì ñëîå áåëêîâîé ìîëåêóëû, ñ ëè-
ïèäàìè ìàòðèêñà. Èçâåñòíî, ÷òî â àííóëÿðíîì ñëîå
Ñà2+-ÀÒÔàçû íàõîäèòñÿ îêîëî 30 ëèïèäíûõ ìîëåêóë, à
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âðåìÿ ïðåáûâàíèÿ ëèïèäîâ â íåì ñîñòàâëÿåò ìåíåå 10–8 ñ
(Lee, 2003). Èçìåíÿÿ ïîäâèæíîñòü ìîëåêóë ëèïèäíîãî
ìàòðèêñà, ÏÝÃ ìîæåò âëèÿòü íà ëèïèä-áåëêîâûå âçàèìî-
äåéñòâèÿ, êîòîðûå âàæíû äëÿ ñòðóêòóðû Ñà2+-ÀÒÔàçû, à
â ðåçóëüòàòå è íà àêòèâíîñòü ôåðìåíòà. Ïî-âèäèìîìó,
ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ìåìáðàíû ýðèòðîöèòîâ, îáóñëîâ-
ëåííûå êðèîïðîòåêòîðîì, ÿâëÿþòñÿ äîñòàòî÷íî ñëîæíû-
ìè è óñòîé÷èâûìè, è äàæå ïðèñóòñòâèå â ñðåäå ôåðìåíòà-
òèâíîé ðåàêöèè ýíäîãåííûõ ìîäóëÿòîðîâ Ñà2+-ÀÒÔàçû,
ñïîñîáíûõ îêàçûâàòü ñòèìóëèðóþùåå äåéñòâèå, íå ìî-
æåò ïðåîäîëåòü îãðàíè÷åíèÿ, íàëîæåííûå ìîäèôèöèðî-
âàííûì ìåìáðàííûì îêðóæåíèåì, íà åå ôóíêöèîíèðîâà-
íèå â ìåìáðàííîé ñèñòåìå. Õîòÿ èññëåäîâàíèÿ èçìåíå-
íèé àêòèâíîñòè Ñà2+-ÀÒÔàçû ïîä âëèÿíèåì ãëèöåðèíà
ïîêàçàëè âîçìîæíîñòü êàëüìîäóëèíçàâèñèìîé àêòèâàöèè
ôåðìåíòà â ïåðìåàáèëèçîâàííûõ ñàïîíèíîì ýðèòðîöèòîâ
â îòëè÷èå îò ýêñïåðèìåíòàëüíîé ìîäåëè èçîëèðîâàííûõ
ìåìáðàí (Çåìëÿíñêèõ, Êîôàíîâà, 2006).

Îáíàðóæåííûå èçìåíåíèÿ Ñà2+-ÀÒÔàçíîé àêòèâíî-
ñòè â ýðèòðîöèòàõ ïîä âëèÿíèåì ÏÝÃ-1500 íå äàþò ïîë-
íîãî ïðåäñòàâëåíèÿ î ìåõàíèçìå åå èíãèáèðîâàíèÿ è òðå-
áóþò äàëüíåéøåé îöåíêè êèíåòè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê
ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ýòîé ñèñòåìû, åå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê
ðåãóëÿòîðíûì âîçäåéñòâèÿì Ñà2+ â ðàçíûõ êîíöåíòðàöè-
ÿõ, àíàëèçà Ñà2+-òðàíñïîðòèðóþùåé ñïîñîáíîñòè â óñëî-
âèÿõ ïðèñóòñòâèÿ â ñðåäå ÏÝÃ-1500. Îòâåòû íà ýòè âîï-
ðîñû ïîçâîëÿò â ïåðñïåêòèâå ñîñòàâèòü áîëåå ÷åòêèå
ïðåäñòàâëåíèÿ î ñîñòîÿíèè è ðîëè Ñà2+-ðåãóëèðóþùèõ
ñèñòåì â èçìåíåíèÿõ ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíîãî ñî-
ñòîÿíèÿ êëåòîê ïðè èñïîëüçîâàíèè ýêçîöåëëþëÿðíûõ
êðèîïðîòåêòîðîâ è äåéñòâèè íèçêèõ òåìïåðàòóð.
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During cryopreservation different organic compounds are applied. Their introduction into cell suspension
causes modification of subcellular systems and provides cell survival during freeze—thawing. The aim of
the study was to determine the modifying effect of cryoprotectant PEG-1500 and low temperatures on the
Ca2+-ATPase activity using the model of the saponin-permeabilized erythrocytes. PEG-1500 was found to cau-
se the inhibition of erythrocytes Ca2+-ATPase activity despite the presence in the medium of endogenous effec-
tors capable of stimulating the enzyme function. Modification of Ca2+-ATPase is apparently due to the physical
and chemical parameters of the cryoprotectant solution since the removal of the polymer out of the medium le-
ads to recovery of its functional properties. The reversibility of the inhibition of Ca2+-ATPase is characteristic
for erythrocytes exposed to the cryoprotectant without freezing as well as for those that have been frozen and
thawed in the presence of PEG-1500. The processes of freezing—thawing of cells in the cryoprotectant-free
medium did not affect the Ca2+-ATPase activity indicating cryoresistance of the membrane-bond enzyme. Des-
pite the fact that the efficiency of erythrocyte cryopreservation with PEG-1500 depends on incubation tempera-
ture prior to freezing, functional induces of Ca2+-ATPase activity in the erythrocytes exposed to PEG-1500 at
37 of 5—7 °Ñ show no significant differences when subsequent ATP hydrolyses reaction is carried out at
37 °Ñ. However, reduction in the temperature upon enzymatic reaction progression down to 5—7 °Ñ after treat-
ment of erythrocytes with PEG-1500 under similar conditions, leads to additional inhibition of enzyme activity.
The identified changes in Ca2+-ATPase activity in the presence of PEG-1500 are presumably due to the modify-
ing effect of cryoprotectant on the membrane structure and even presence of endogenous effectors in the me-
dium cannot overcome the restrictions imposed by the modified membrane environment on this enzyme func-
tioning.

K e y w o r d s: Ca2+-ATPase, membrane, erythrocyte, cryoprotectant, poly(ethylene glycol), freezing.
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