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В условиях инициации окислительных реакций in vitro в эритроцитах человека снижается
интенсивность гликолитического пути утилизации глюкозы. Присутствие в среде, генерирующей
активные формы кислорода, 5 мМ и 10 мМ глюкозы способствует усилению гликолитических реакций
в эритроцитах.
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема окислительного стресса является одной из наиболее актуальных в
современной биологии и медицине [1 – 3]. Известно, что развитие окислительного
стресса осуществляется в результате усиленного генерирования в клетках активных
форм кислорода (АФК) и азота или снижения активности антиоксидантных систем,
действие которых направлено на поддержание прооксидантно-антиоксидантного
равновесия [4]. В связи с проблемой окислительного стресса важно понять не только
механизмы гиперподукции свободных радикалов в клетках разного типа, но и характер
регуляции в них метаболизма в экстремальных условиях, формирования защитных
реакций, направленных на нейтрализацию повреждающего фактора и активизацию тех
метаболических путей, которые ведут к восстановлению гомеостаза.

Ранее было показано, что в условиях инициации окислительных реакций с
участием АФК в эритроцитах существенно снижается уровень глюкозы и этот
процесс сопровождается метаболической перестройкой эритроцитов, а также
изменениями в состоянии их антиоксидантной системы [5, 6].

Учитывая это, целью настоящей работы явилось изучение отдельных
метаболических показателей эритроцитов, находящихся в среде, генерирующей
АФК, в условиях притока глюкозы извне (система Фентона, содержащая глюкозу
разной концентрации).
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом для исследований служили эритроциты доноров станции
переливания крови г. Симферополя.

С целью инициации окислительных реакций эритроциты помещали в среду
Фентона, генерирующую АФК (10 мМ FeSO4  7H2O и 3 мМ Н2О2) [7]. Наряду с
этим эритроциты инкубировали в среде Фентона в присутствии 5 мМ и 10 мМ
глюкозы. Инкубацию проводили при температуре 37˚С в течение 4-х часов.
Гемолиз эритроцитов осуществляли с использованием метода Драбкина [8]. В
гемолизатах эритроцитов определяли содержание фосфоенолпирувата
(макроэргического метаболита гликолиза) и АТФ [9]. Статистическую обработку
экспериментальных данных выполняли с использованием t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Как показали результаты исследований (табл.), при инкубации эритроцитов в
среде Фентона, генерирующей АФК, в эритроцитах снижается содержание
фосфоенолпирувата (ФЕП) и АТФ: в 1,86 и 2,18 раза, соответственно, по сравнению
с контролем (эритроциты, не инкубированные в среде Фентона). Изменение этих
показателей свидетельствует о снижении интенсивности гликолитических реакций
утилизации глюкозы, играющих важную роль в энергообеспечении эритроцитов и
их функционировании [10].

Таблица.
Содержание ФЕП и АТФ в эритроцитах в условиях инициации окислительных

реакций in vitro в присутствии в среде инкубации
глюкозы разной концентрации ( xSx  )

Объект исследования ФЕП, ммоль Фнл-1 АТФ, ммоль Фнл-1

Контроль 1 (эритроциты без
инкубации в среде Фентона) 0,130 ± 0,005 0,144 ± 0,003

Контроль 2 (эритроциты,
инкубированные в среде Фентона
в течение 4-х часов)

0,070 ± 0,005 0,066 ± 0,003

Эритроциты, инкубированные в
среде Фентона в присутствии 5
мМ глюкозы (4 часа инкубации)

0,088 ± 0,006, 0,085 ± 0,007,

Эритроциты, инкубированные в
среде Фентона в присутствии 10
мМ глюкозы (4 часа инкубации)

0,105 ± 0,008, 0,102 ± 0,007,

Примечание:  - достоверность различия по сравнению с контролем 1;  - достоверность
различия по сравнению с контролем 2 (р  0,05).

При инкубации эритроцитов в среде Фентона в присутствии 5 мМ глюкозы
наблюдалось незначительное, но достоверное увеличение содержания ФЕП и АТФ.
Так, содержание ФЕП в этих условиях возрастало на 25,7 %, а содержание АТФ на
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28,8 % по сравнению с контролем 2 (эритроциты, инкубированные в среде Фентона
в отсутствии глюкозы).

Присутствие в среде инкубации 10 мМ глюкозы приводило к дальнейшему
увеличению данных показателей: содержание ФЕП возрастало на 50,0 %,
содержание АТФ – на 54,5 % по сравнению с контролем 2.

Однако, по сравнению с нативными эритроцитами (не инкубированными в
системе Фентона) уровень ФЕП и АТФ в инкубированных эритроцитах в
присутствии 5 мМ и 10 мМ глюкозы был значительно ниже.

Как было показано ранее [5],инкубация эритроцитов в среде Фентона приводит
к резкому снижению содержания в них глюкозы. Через 4 часа инкубации в этих
условиях содержание глюкозы в эритроцитах снижается в 1,66 раза, что, очевидно,
связано не только с утилизацией глюкозы в качестве энергетического субстрата, но
и с её разрушением под действием АФК. Вместе с этим, известно, что метаболизм
глюкозы в эритроцитах занимает важное место не только в энергообмене, но и в
генерировании восстановительных эквивалентов (НАDH и НАDРН), а также 2,3-
дифосфоглицерата, действие которого связано с повышением эффективности
кислородо-транспортной функции гемоглобина [10].

Представленные в настоящей работе данные свидетельствуют о том, что в
условиях притока глюкозы извне в эритроцитах усиливаются гликолитические
реакции, интенсивность которых возрастает с увеличением концентрации глюкозы
в среде Фентона.

Результаты исследований позволят также сделать заключение, что уровень
глюкозы является важным звеном в биохимическом статусе эритроцитов,
обеспечивающим поддержание их метаболической активности и защиту от
разрушительного действия АФК.

ВЫВОДЫ

1. В условиях генерирования активных форм кислорода in vitro (среда Фентона) в
эритроцитах человека снижается интенсивность гликолитического пути
утилизации глюкозы.

2. Присутствие в среде, генерирующей АФК, 5 мМ и 10 мМ глюкозы способствует
активизации гликолитических реакций в эритроцитах.

3. Интенсивность гликолитических реакций возрастает с увеличением
концентрации глюкозы в среде инкубации эритроцитов.
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